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SAZETAK

Povezanost morfometrijskih svojstava spermija s pokazateljima kakvoce odmrznutoga

sjemena jarceva

Procjena plodnosti muzjaka kljucna je za genetski napredak u uzgoju, a temeljna se procjena
temelji na analizi kakvoce sjemena. Morfometrijska obiljezja spermija, poput veli¢ine i oblika
glave, duljine sredi$njeg dijela i repa, povezana su s njihovim funkcionalnim svojstvima i
potencijalom oplodnje. Unato¢ napretku u analitickim tehnikama, podaci o povezanosti
morfometrijskih karakteristika smrznutih/odmrznutih spermija jar¢eva i kakvoce sjemena su
oskudni. Cilj ovog istrazivanja je utvrditi odnos izmedu morfometrijskih svojstava spermija
jarceva i kinetickih pokazatelja kakvo¢e odmrznutog sjemena. U istrazivanje je bilo uklju¢eno
12 klini¢ki zdravih jaréeva pasmine francuska alpina, starosti od 1,5 do 4 godine, koje je
provedeno izvan rasplodne sezone, a ejakulati su prikupljani tjedno. Nakon standardne
procjene ejakulata, izdvojena je sjemena plazma te su spermiji pomijeSani sa sintetskim
razrjedivacem, ohladeni i zamrznuti u teku¢em dusiku. Nakon odmrzavanja 30 pajeta, pomoc¢u
kompjuterske analize spermija, odredeni su pokazatelji gibljivost i brzine spermija (ukupna i
progresivna gibljivost, manjezno kretanje, krivolinijska brzina (VCL), pravolinijska brzina
(VSL), prosje¢na brzina (VAP), amplituda lateralnog otklona glave u odnosu na prosjecnu
putanju (ALH), indeks linearnosti (LIN), indeks oscilacije (WOB), pravolinijske indeks
(STR), frekvencija prelaska pravolinijske putanje u sekundi (BCF). Od 30 pajeta napravljeno
je 30 obojenih razmaza, na kojima su morfometrijskom analizom glava i repova spermija
odredeni pokazatelji veli¢ine (povrsina, opseg, duljina i Sirina) te pokazatelji oblika glave
(pravilnost, naboranost, elipti¢nost 1 izduzenost) pomocu programa SFORM (100 spermija po
razmazu). Nakon multivarijatne regresijske i MANOVA analize najvise ukljucenih
morfometrijskih pokazatelja koji su imali utjecaj na kineticke pokazatelje spermija imali su
duljina glave (13 puta), zatim opseg spojnog dijela (8 puta) te duljina repa spermija (7 puta).
Prethodnim analizama ustanovljeno je da spermiji vece elipticnosti i duljine glave (dulje
glave, manje $irine) imaju bolju STR i LIN gibljivost, ali i manju VCL i VAP brzinu spermija.
Isto tako spermiji vece povrsine spojnog dijela spermija imali su vec¢e VAP brzine, a spermijii
vecée duljine repa imali su znacajno ve¢e VCL, VSL i VAP brzine. Klaster analizom dobivene
su 3 subpopulacije spermija (S1 - spermiji s najmanjom elipticnos¢u, elongacijom i
pravilnos¢u glave, najkra¢im repom i najvecom Sirinom spojnog dijela; S2 - najveci spermiji

s najvecom glavom, spojnim dijelom i najduljim repom te najboljom elipti¢nosti, elongacijom



i pravilnosti glave; S3 - najmanji spermiji), a odnos tih subpopulacija na kineticke pokazatelje
ide u prilog prethodnim analizama. Tako su najveci spermiji S2 subpopulacije imali znacajno
bolju progresivnu gibljivost (LIN i STR), ali manju snagu spermija (ALH i BCF). Fuziformni
oblik spermija, s lagano izduljenom glavom i dugim repom, savrSen je za ravnomjerno i
propulzivno plivanje zbog povoljnog hidrodinamickog oblika. Duljina glave spermija
pokazala se kao najvazniji morfometrijski pokazatelj za kineti¢ke pokazatelje, pri cemu veca
duljina i elipti¢nost glave omogucuju pravocrtnije gibanje kroz Zenski reproduktivni sustav.
Spermiji s manjim glavama imaju veée vrijednosti ALH i BCF zbog manjeg otpora, dok veci
spojni dio i dulji rep pozitivno utjeu na brzinu i snagu spermija. Optimalan omjer
subpopulacija vecih progresivno gibljivih spermija i manjih agilnih spermija u ejakulatu

osigurava u¢inkovito savladavanje prepreka do oplodnje.

Kljuéne rije¢i: morfometrijska svojstva, spermiji, pokazatelji kakvoce, kinetic¢ki pokazatelji,

smrznuto/odmrznuto sjeme, jarcevi



ASSOCIATION OF MORPHOMETRIC CHARACTERISTICS OF BUCK
SPERMATOZOA WITH QUALITY PARAMETERS OF THAWED/FROZEN SEMEN

BACKGROUND AND AIMS: The fertility evaluation of breeding males is critical for
achieving genetic progress in livestock production, as inadequate selection can disrupt long-
term breeding programs. Fertility assessment relies on the evaluation of semen quality, which
is essential for calculating doses for artificial insemination. Traditional subjective methods are
increasingly being replaced by automated systems to enhance accuracy and precision. These
advanced systems address the limitations of standard techniques that often fail to detect subtle
differences among spermatozoa, enabling the identification of spermatozoa subpopulations
with distinct morphometric characteristics. Spermatozoa morphometry measures dimensions
such as head area, midpiece size, and tail length. An increased midpiece enhances energy
production due to a higher mitochondrial content, while a longer tail improves motility and
ensures timely arrival at the site of fertilization. Both components are crucial for effective
spermatozoa function. Morphometric analysis has revealed correlations between spermatozoa
characteristics, such as head and tail dimensions, and their functional capabilities, including
motility and fertilization potential. Despite advancements in analytical techniques, studies on
buck spermatozoa morphometry and its relationship with semen quality remain limited.
Morphometric traits like head size and shape, midpiece dimensions, and tail length are closely
linked to the sperm’s ability to successfully navigate the female reproductive tract and achieve
fertilization. Objective evaluation of these traits has become essential for ensuring the quality
of semen used in artificial insemination protocols. Progressive motility plays a vital role in
enabling spermatozoa to traverse cervical mucus and reach the oviducts, where fertilization
occurs. These characteristics, along with spermatozoa kinetic parameters, influence the
fertilization potential of spermatozoa, making their analysis crucial. Computer-assisted sperm
analysis (CASA) systems improve the accuracy and repeatability of these evaluations. While
multivariate analyses have been successfully used to study spermatozoa subpopulations across
species, data on buck spermatozoa morphometry and its relationship with semen quality are
limited. Variations in the structure of the head, mid-piece, and tail of spermatozoa, as well as
the proportion of individual subpopulations within the semen, are associated with reduced male
fertility, early embryonic mortality, and the efficiency of semen preservation. Although the
morphometric characteristics of spermatozoa have been extensively studied in many domestic
animals, data on the relationship between the morphometric traits of frozen/thawed buck
spermatozoa and their subpopulations with Kkinetic semen quality indicators are still

unavailable. Therefore, the aim of this study is to investigate the relationship between the



morphometric characteristics of buck spermatozoa and the kinetic quality indicators of thawed

semen.

MATERIALS AND METHODS: The experiment involved 12 clinically healthy French
Alpine bucks, aged between 1.5 and 4 years, with body weights ranging from 40 to 60 kg. The
bucks were housed on three family farms, with four bucks on each farm, within the area of the
Veterinary Station d.d. Varazdin, Jalzabet regional clinic. All farms were located within 5 km
of each other, and each farm had approximately 60 goats of the same breed, housed separately
from the bucks. The study was conducted outside the breeding season, from early March to late
May, over a period of 12 weeks. Ejaculates were collected from the bucks using an artificial
vagina. During the study, ejaculates were collected weekly from the bucks in the morning
hours. For ejaculate collection on each farm, estrus was induced in two does that served as
dummies. A total of 30 ejaculates were randomly selected for this study. All ejaculate samples
were evaluated using standard ejaculate assessment methods, including volume, sperm
concentration in the ejaculate, sperm motility, sperm vitality assessment, and morphological
evaluation of sperm in the ejaculate. Following evaluation and separation of seminal plasma,
the spermatozoa were mixed with a synthetic diluent. These diluted spermatozoa samples were
then subjected to a cooling process, followed by deep freezing in goblets with liquid nitrogen
(-196 °C). After thawing, a portion of the ejaculate from the straw was used for cytological and
morphological analysis. In samples of frozen/thawed semen, various indicators of spermatozoa
velocity and motility, as well as morphometric analysis of spermatozoa, were determined. In
the samples of semen, the indicators of motility (spermatozoa motility, progressive motility)
and spermatozoa velocity indicators were determined (curvilinear velocity - VCL, straight-line
velocity - VSL, average path velocity -VAP, amplitude of lateral head displacement - ALH,
linearity - LIN, wobble - WOB, straightness - STR, beat cross frequency - BCF) using
computer assisted sperm analyzer. Semen smears were prepared from diluted semen samples
of bucks and stained according to Spermac method. The stained sperm smears were then
subjected to computer analysis on a personal computer using the SFORM program
(VAMSTEC, Zagreb, Croatia) (basic morphometric features/characteristics of spermatozoa,
100 spermatozoa per smear). The following morphometric indicators of spermatozoa head and
tail size such as: area, outline, length, width, and parameters for head shape: regularity,
rugosity, ellipticity, elongation were determined. Statistical data analysis was performed by the
SAS 9.4 software package (Statistical Analysis Software 2002-2012 from SAS Institute Inc.,
Cary, USA).



RESULTS: Morphometric measurements of the spermatozoa head, mid-piece, and tail
revealed that the head length constitutes approximately 15% of the total spermatozoa length,
the main portion of the tail (tail without the mid-piece) constitutes about 62% of the total
spermatozoa length in bucks, and the mid-piece accounts for about 22% of the total
spermatozoa length. The highest coefficients of variation in spermatozoa head measurements
were recorded for head ellipticity and elongation (9.75%, 13.79%), while variations in the mid-
piece were observed in width and minimum radius (22.0%, 37.7%). Multivariate regression
and multivariate variance analyses revealed that the most impactful morphometric parameters
influencing spermatozoa Kkinetic parameters included head length (13 times), head
circumference and rugosity (8 times each), mid-piece circumference (8 times), and
spermatozoa tail length (7 times). Regression analysis identified only a few statistically
significant correlations, such as a positive relationship between head ellipticity and
spermatozoa STR motility and a negative relationship between the mid-piece width and VSL,
VAP, and LIN motility. Multivariate analysis of variance showed that spermatozoa with greater
head ellipticity and length (longer, narrower heads) exhibited better STR and LIN motility but
significantly lower VCL and VAP velocities. Similarly, spermatozoa with a larger mid-piece
surface area demonstrated higher VAP velocities and significantly greater spermatozoa vigor
parameters (ALH and BCF), crucial for egg penetration. Spermatozoa with longer tails
achieved significantly higher VCL, VSL, and VAP velocities but had a significantly lower
average number of spermatozoa beat cross frequency (BCF). Additionally, spermatozoa with
more regular heads exhibited significantly higher amplitude of lateral head displacement
compared to their average path, while spermatozoa with greater head rugosity were
significantly more progressively motile (STR and LIN). Principal component analysis of
spermatozoa morphometric parameters identified five principal components (factors) with
eigenvalues (A) >1, explaining a total of 86.7% of the variance. Factor 1 (spermatozoa head
elongation) had the highest eigenvalue (A=4.01) and explained the largest proportion of
variance (30.9%). This factor focused on head elongation measures (length, elongation, and
ellipticity) and was negatively correlated with head rugosity. The highest values within Factor
1 were for elongation and ellipticity (0.95 and 0.94). Factor 2, explaining 21.8% of the variance
with an eigenvalue of 2.83, focused on spermatozoa head size (width, surface area, and
circumference), with surface area showing the highest value (0.84). Factor 3, explaining 17%
of the variance with an eigenvalue of 2.21, focused on the size of the mid-piece, encompassing
length, area, and outline, with outline and length showing the highest values (0.79 and 0.75).



Factor 4, with an eigenvalue of 1.16 and explaining 9% of the variance, focused on tail length
(0.63) and was negatively correlated with the width of the mid-piece (-0.74). The fifth and final
factor, focused solely on head regularity (0.86), had an eigenvalue of 1.03 and accounted for
7.9% of the variance. Cluster analysis identified three well-defined spermatozoa
subpopulations (S1, S2, and S3). The first subpopulation (S1) represented only 11.9% of the
total population and included spermatozoa with the smallest head ellipticity, elongation, and
regularity, along with the shortest tail but the widest mid-piece. The second subpopulation (S2)
accounted for 44.8% of the total population and included the largest spermatozoa with the
highest head ellipticity, elongation, and regularity. The mid-piece in this subpopulation
exhibited the greatest length, surface area, and circumference, with the longest tail. The third
subpopulation (S3) accounted for 43.3% of the population and consisted of the smallest
spermatozoa with slightly shorter tails than those in S2. Relationships between these
subpopulations and spermatozoa kinetic parameters aligned with previous analyses.
Spermatozoa with higher average straight-line velocities (VSL >50) showed a statistically
significant lower proportion of S1 and a higher proportion of S2 compared to spermatozoa with
lower average straight-line velocities (VSL <50). Spermatozoa with higher curvilinear
velocities (VCL >93) and linearity (LIN >60%) exhibited a significantly lower proportion of
S1 and S3 and a higher proportion of S2 compared to less progressive spermatozoa (VCL >93,
LIN <60%). Spermatozoa with better straightness (STR) based on the formula (VAP-VSL <1/3
VSL) had significantly lower proportions of S1 and S3 and a higher proportion of S2 compared
to sperm with poorer straightness (VAP-VSL >1/3 VSL). Lastly, spermatozoa with greater
amplitude of lateral head displacement (ALH >3.1) and a higher average number beat cross
frequency (BCF >9.7) had significantly lower proportions of S2 and higher proportions of S3
compared to spermatozoa with lower amplitude of lateral head displacement (ALH <3.1) and

beat cross frequency (BCF <9.7).

CONCLUSIONS: The findings suggest that spermatozoa with an elongated head and long tail
have an optimal hydrodynamic shape for smooth and propulsive swimming, similar to aquatic
organisms. The head length stands out as the most influential morphometric factor affecting
spermatozoa motility. A larger and more elliptical head shape supports progressive and
straighter movement, essential for navigating the female reproductive tract. Smaller
spermatozoa show higher ALH and BCF due to reduced hydrodynamic resistance. A wider
mid-piece in spermatozoa contributes to increased speed and strength; however, the shape of
the head is the most critical factor, playing the dominant role in determining sperm



performance. Longer tails enhance all velocity parameters, while shorter tails compensate with
a wider mid-piece. An ideal balance between large, progressive spermatozoa and smaller, agile
sperm likely ensures successful navigation through the cervix, uterus, and oviduct, optimizing
fertilization potential. In conclusion, the obtained results indicate that spermatozoa
morphometric properties, such as head and tail length and the shape of the mid-piece,
significantly influence kinetic parameters and progressive spermatozoa motility, which are
crucial for fertilization. The proportion of different spermatozoa subpopulations, including the
largest and most progressive spermatozoa and the smallest spermatozoa with enhanced oocyte
penetration capability, could represent an optimal composition for successfully overcoming
barriers in the female reproductive system. Further research is needed to confirm and apply

these observations.

KEYWORDS: morphometric characteristics, spermatozoa, quality parameters, Kinetic

parameters, thawed/frozen semen, bucks
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1. UuvoD

Odgovarajuca procjena plodnosti rasplodnjaka klju¢na je za genetski napredak u uzgoju,
jer lo§ odabir moZze narusiti dugoro¢ne planove uzgoja stoke. Procjena plodnosti temelji se na
analizi kakvoce sjemena, kljuénom za izraCunavanje doza za umjetno osjemenjivanje
(VALVERDE i sur., 2016., RIBAS-MAYNOU i sur., 2023.). Tradicionalni subjektivni
postupci zamjenjuju se automatiziranim uredajima radi smanjenja subjektivnosti i povecanja
preciznosti (MAROTO-MORALES i sur., 2016., FINELLI i sur., 2021.). Standardne metode
procjene ne mogu prepoznati sitne razlike izmedu spermija, Sto je dovelo do razvoja racunalno
potpomognute analize morfologije spermija. Ova metoda omogucuje brzo utvrdivanje
subpopulacija spermija s razli¢itim morfometrijskim karakteristikama (PENA i sur., 2005.,
RUBIO-GUILLEN i sur., 2007., QUINTERO-MORENO i sur., 2007., VALVERDE i sur.,
2016., MASIDE i sur., 2023.).

Morfometrija spermija mjeri dimenzije poput povrSine glave i duljine repa. Povecanje
srediSnjeg dijela povecava energiju spermija zbog vise mitohondrija, dok dulji rep povecava
brzinu (GOMENDIO i ROLDAN, 2008.). FIRMAN i SIMMONS (2010.) navode da je veli¢ina
srediSnjeg dijela prediktor brzine spermija kod misSeva, dok MALO 1 sur. (2006.) biljeze
suprotan efekt kod jelena. Povezanost izmedu duljine srediSnjeg dijela i1 repa s kompeticijom
spermija primijecena je kod ptica (WIBOWOA i sur., 2013.). Funkcija spermija povezana je S
morfometrijom, ukljucujuéi dimenzije glave i repa (IMMLER i sur., 2010., SHAHANTI i sur.,
2010.). Kod bikova se morfometrija glave smatra dobrim pokazateljem kakvoce sperme
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007., SOUSA i sur., 2013.).

Iako su multivarijantne analize uspjeSno koriStene za proucavanje subpopulacija spermija
u raznim vrstama (THURSTON i sur., 2001., BUENDIA i sur., 2002., ESTESO i sur., 2006.,
RUBIO-GUILLEN i sur., 2007.), podaci o morfometrijskim pokazateljima spermija jaréeva su
oskudni. Povrsina glave spermija obuhvaca 65 % genetske informacije, a smanjenje povrsine
povezano je sa smanjenom plodnoséu (BARTH 1 sur., 1992.). Abnormalna morfologija
spermija povezana je s ranim gubitkom embrija, smanjenom plodnosc¢u i vezanjem na jajnu
stanicu (KRUGER i sur., 1993., DE JARNETTE isur.,1992., KOT i HANDEL, 1987.). Razlike
u procjenama cCesto su rezultat subjektivne analize, pa se koriste racunalno potpomognute
metode za poboljsanje tocnosti (SINHA i sur., 2014., FINELLI i sur., 2021.).

Progresivno gibljivi spermiji prolaze cervikalnu sluz i dosezu jajovode gdje dolazi do
oplodnje (DRUART, 2012.). U in vitro protokolima odabiru se morfoloski normalni spermiji,

koji prolaze proces kapacitacije — klju¢an za akrosomsku reakciju i oplodnju. GARCIA



VAZQUEZ i sur. (2015.) navode da spermiji s ve¢om glavom i duljim repom &e$ée dosegnu
mjesto oplodnje. Promjene u morfometriji tijekom kapacitacije dokaz su funkcionalne
prilagodbe spermija (GARCIA-HERREROS i LEAL, 2015., SKOWRONEK i sur., 2024.).

Morfologija i brzina spermija kljucne su za oplodnu sposobnost (MALO i sur., 2005.,
RAMON i sur., 2013., ROS-SANTAELLA i sur., 2014.), iako su rezultati ¢esto kontradiktorni
(MALO i sur., 2006., MAROTO-MORALES i sur., 2016.). IstraZzivanja ukazuju da izduzene
glave spermija omoguéuju bolju hidrodinamiku, povec¢avajuéi uspjeh oplodnje (YANIZ i sur.,
2015.). Morfometrija glave takoder utjeCe na strukturu kromatina, klju¢nu za oplodnu
sposobnost (OSTERMEIER i sur., 2001., VALVERDE i sur., 2016.).

Daljnja istraZivanja koriste sofisticirane tehnike kako bi utvrdila klju¢ne morfometrijske
pokazatelje za uzgoj zivotinja (MAROTO-MORALES i sur., 2016.). Kombinacija suvremenih
tehnoloskih dostignuca i statistickih metoda moze unaprijediti preciznost procjene morfologije
spermija putem morfometrijske analize te u buduce ima potencijal pospjesiti kvalitetnije
uzgojne programe (ZURA ZAJA i sur., 2018., ZURA ZAJA i sur., 2025.).

Pretpostavka ovog istrazivanja je da postoji povezanost izmedu morfometrijskih
pokazatelja spermija (povrSina, duljina 1 Sirina glave 1 srediSnjeg dijela spermija, duljina repa i
spermija, pravilnost, naboranost, elipticnost i elongacija glave spermija) s kakvocom
odmrznutoga sjemena jaréeva odnosno kinetickim pokazateljima spermija. Ocekuje se i
povezanost dobivenih subpopulacija spermija s pojedinim pokazateljima kakvo¢e odmrznutoga
sjemena.

Cilj je ovog istrazivanja utvrditi povezanost morfometrijskih svojstava spermija jar¢eva

s kinetickim pokazateljima kakvo¢e odmrznutoga sjemena.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. REPRODUKCHIA JARCA
2.1.1. FUNKCIJSKA ANATOMIJA SPOLNOG SUSTAVA JARCA

Anatomija spolnih organa jarca sli¢na je onima drugih prezivaca. Sastoji se od tri
funkcionalno razli¢ite skupine organa: testisi sa slojevima tkiva u kojima se nalaze (tunike
testisa), kanali koji vode ejakulat kroz penis i kopulacijski organ (penis) smje$ten unutar

prepucija. Nadalje, u spolnom sustavu muzjaka nalaze se i zlijezde uz mokraénu cijev.

Testisi su muske spolne Zlijezde koje imaju dvije funkcije: proizvodnju spermija
(jedan kubni milimetar jaréevog ejakulata sadrzi 2 500.000 spermija), sposobnih za oplodnju
jajnih stanica i stvaranje ,,muskog* spolnog hormona testosterona (CONSTANTINESCU i
CONSTANTINESCU, 2010., RANA, 2024.).

Testisi se nalaze izvan tijela unutar viseceg skrotuma. Skrotum se sastoji od valovite
epiderme koja moze ili ne mora biti prekrivena dlakom. Ispod koze se nalazi razgranat pleksus
krvnih Zila, limfnih zila 1 znojnih zlijezda. Testisi su jarCeva jajolikog oblika, a smjeSteni u
okomitom poloZaju unutar ovojnica testisa na ventralnom 1 kaudalnom dijelu abdomena, u
ingvinalnoj regiji (Slika 2.1.). Svaki je testis mase 130 — 160 g, ima glavu usmjerenu dorzalno,
a rep ventralno. Nadalje, testisi imaju dvije strane (lateralnu i medijalnu) i dva ruba (slobodni
kranijalni i kaudalni gdje je epididimis povezan sa testisom) (Slika 2.1.). Svaki je testis
okruzen fibroznom ovojnicom koja se naziva tunica albuginea, nije rastezljiva i nastavlja se
unutar organa kao interlobularne pregrade. Stroma testisa podijeljena je pregradama na
reznjeve. Pregrade se medusobno spajaju i tvore medijastinum testisa. Brojni sjemeni kanali¢i
ispunjavaju reznjic¢e i medusobno se povezuju unutar medijastinuma testisa u mrezu koja se

naziva rete testis (CONSTANTINESCU i CONSTANTINESCU, 2010., RANA, 2024.).
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Slika 2.1. Testisi (prema CONSTANTINESCU i CONSTANTINESCU, 2010.)

Testisi su zasti¢eni viSeslojnim ovojnicama koje se nazivaju ovojnice testisa. Neke od
tih ovojnica nastaju tijekom spustanja testisa (intrauterino), a ostale ovojnice su modificirana
koZa i potkozno vezivno tkivo, a svi su funkcionalno i klini¢ki zna¢ajni. Ovojnice koje nastaju
tijekom spustanja testisa jesu unutarnja spermaticna fascija i vaginalna ovojnice. Spermaticna
je fascija nastavak endoabdominalne fascije, dok je vaginalna ovojnica nastavak peritoneuma
(koji se sastoji od parijetalnog i visceralnog lista). Ovojnice smjeStene izvan trbusne stjenke
su vanjska spermati¢na fascija (sloj vezivnog tkiva) i modificirana koza (skrotalna koza izvana
1 tunica dartos iznutra). Tunica dartos ¢ini dvije dartoi¢ne vrecice (po jednu za svaki testis), a
skrotalna koza okruzuje oba testisa 1 njihove sjemene vrpce (Slika 2.1.)
(CONSTANTINESCU i CONSTANTINESCU, 2010., RANA, 2024.).

Dartos, sloj glatkih miSic¢a, povezan je s vaginalnim tunikama testisa putem skrotalne
fascije. Skrotalna fascija je vezivno tkivo koje se obi¢no razgraduje pri odvajanju koze od
testisa tijekom rutinske kastracije. Vaginalne tunike su izboc¢ine peritoneuma 1 €ine zastitnu
ovojnicu oko testisa. Prostor izmedu dvaju slojeva vaginalne tunike (parijetalni i visceralni)

koji se nalazi oko testisa obi¢no sadrzi malu koli¢inu peritonealne tekucine. Skrotalni septum,



koji se veCinom sastoji od miSi¢a dartosa, dijeli skrotum na dva dijela (HEATH 1
PUROHIT,1998., EDMONDSON i sur., 2012., RANA, 2024.).

Sam testis je okruzen debelim slojem fibrozog vezivnog tkiva poznatim kao tunica
albuginea. Parenhim testisa sastoji se od sjemenovodnih kanali¢a koji sadrze spolne stanice i
njihove potporne stanice (Sertolijeve stanice). Sjemenovodni kanali¢i nastavljaju se u rete
testis, koji zavrSavaju s 10 do 12 eferentnih kanali¢a. Ovi kanali¢i se nastavljaju u glavu
epididimisa, koja se nalazi na dorzalnom kraniolateralnom dijelu testisa. Tijelo epididimisa
zakrece se oko lateralnog dijela testisa i zavrSava kaudomedijalno kao rep. Tubularna struktura
se reflektira dorzalno i postaje vas deferens (CONSTANTINESCU i CONSTANTINESCU,
2010.). Spermatogeneza traje otprilike 49 do 60 dana od pocetka diobe spolnih stanica do
trenutka kada spermiji budu otpusteni iz sjemenovodnih kanali¢a. Dodatnih 10 dana do 2
tjedna potrebno je da spermiji produ kroz epididimis (PINEDA i FAULKNER, 1980.,
EDMONDSON i sur., 2012., RANA, 2024.).

Spolni izlu¢ni prolazi (kanali koji vode ejakulat)

Postoje tri spolna ekskretorna prolaza u jaraca: epididimis, ductus deferens i uretra s
dodatnim Zlijezdama. Funkcija ovih prolaza je omoguditi spermijima da izadu iz spolnog
sustava i budu u stanju oploditi jajne stanice.

Epididimis je pricvrSéen za kaudalnu granicu testisa 1 prekriven je proSirenjem tunike
albuginee. Pocinje glavom koja prekriva glavu testisa, nastavlja se tijelom i zavrSava repom,
ventralno. Potom se nastavlja okomito u proksimalnom smjeru s ductus deferensom. Glava
sadrzi mnogo kanali¢a (ductuli efferentes), a u nastavku rete testisa. Kanali¢i se medusobno
spajaju i tvore ductus epididymidis, koji prolazi kroz tijela epididimisa. Ovaj kanal postaje
vrlo savitljiv 1 moZe biti dugacak cak 60 metara. Na bocnoj strani, izmedu testisa 1 tijela
epididimisa nalazi se testikularna burza (CONSTANTINESCU i CONSTANTINESCU,
2010., RANA, 2024.).

Duktus deferens je nastavak duktusa epididimisa koji poc¢inje od repa epididimisa. To
je ravni kanal, uklju€en u sjemenu vrpcu, ulazi u trbusnu Supljinu i dopire do zdjeli¢ne uretre
neposredno kaudalno u odnosu na vrat mokraénog mjehura. Prazni se na gornjem prosirenom
dijelu uretre (ampula) u sklopu kojega su male zlijezde, lateralno od colliculus seminalis.
colliculus seminalis je uzdignuce sluznice uretre, na kraju grebena uretre (Slika 2.2. A).

Sjemenu vrpcu ¢ine ductus deferens, visceralna lamina vaginalne ovojnice te Zile 1
zivei koji opskrbljuju testis 1 epididimis. Ova slozena struktura podlozna je razliCitim

kirurskim intervencijama i tehnikama koje se koriste za kastraciju, kriptorhizam, ingvinalnu



kilu itd. U jarca su sjemene vrpce dugacke, zbog Cega testisi vise tijekom kretanja (RANA,
2024.).

Mokrac¢na cijev u muzjaka zajednicki je izvodni kanal za mokraéu i sjeme. Podijeljena
je na dva segmenta: zdjelicnu i1 penilnu uretru. Zdjelicna mokraéna cijev nastavak je
mokra¢nog mjehura koji lezi na dnu zdjeli¢ne Supljine, obavijen je spuzvastom ovojnicom i
uretralnim miSi¢em te se naglo suzava u visini sjednog luka. Ovdje se zdjelicna uretra
nastavlja kao mokraéna cijev penisa (penilna uretra), prate¢i uretralni isthmus (uski dio).
Penilna uretra je obavijena corpus spongiosumom (spuzvasto tijelo) cijelom svojom duljinom.
Uretra zavr$ava kao crvuljasti nastavak. Krv ulazi u spuzvasto tijelo proksimalno i izlazi kroz
dvije vene smjeStene na slobodnom dijelu penisa. Kontrakcije m. urethralis i m.
bulbospongiosus uzrokuju da krv ritmi¢ki prolazi kroz spuzvasto tijelo, stvarajuci
karakteristicno pulsno mokrenje (BECKETT i WOLFE, 1998., CONSTANTINESCU i
CONSTANTINESCU, 2010., EDMONDSON i sur., 2012., RANA, 2024.).

Jarci imaju sve dodatne (akcesorne) spolnih Zlijezda. Male bulbouretralne Zlijezde
smjestene su kaudalo u zdjeli¢noj Supljini, s obje strane pelvicne uretre, i mogu se palpirati
rektalno. Dodatne zlijezde su prostata, vezikularne zlijezde i bulbo - uretralne Zlijezde.
Njihova je funkcija proizvesti sjemenu tekucinu za prehranu spermija i olakSati prolazak
sperme kroz izlucujuce kanale. U jaraca prostata je diseminirana Zlijezda koja u potpunosti
okruzuje stijenke zdjeli¢ne uretre. Mjehuricaste Zlijezde su parne, duge 3 — 4 cm, s reznji¢ima
povrsine 1 nalazi se s obje strane vrata mokra¢nog mjehura. Njihovi kanali otvaraju se na
colliculus seminalis. Bulbouretralne Zlijezde nalaze se daleko kaudalno, s obje strane istmusa
uretre, zaobljene su i male, promjera 1 cm. Njihovi ekskretorni kanali prolaze kroz mokra¢nu
cijev i otvaraju se izravno u uretralni recesus (Slika 2.2. B) (ASHDOWN i HANCOCK, 1980.,
CONSTANTINESCU i CONSTANTINESCU, 2010., EDMONDSON i sur., 2012., RANA,
2024.).
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Slika 2.2. Mokra¢ni mjehur i uretra u muzjaka: A. Gornji dio mokra¢nog mjehura i muske
uretre; B. Urethralni recesus u prezivata (prema CONSTANTINESCU i
CONSTANTINESCU, 2010.).

Penis

Muski kopulacijski organ, penis, sastoji se od korijena, tijela 1 vrha. Jarac ima
fibroelasti¢ni penis, koji je joS uvijek ¢vrst kada nije u erekciji. Najistaknutija struktura penisa
je corpus cavernosum (Supljikavo tijelo). Sastoji se od Supljih prostora podrzanih fibroznim
trabekulama. Ova Suplja tkiva smjeStena su na dorsalnoj povrSini i djelomi¢no okruzuju
spuzvasto tijelo. Na svom pocetku u zdjelici, Supljikavo tijelo se sastoji od dva kraka koji se
spajaju prije izlaska iz zdjelice. Cijeli penis okruzen je tunica albugineom. Dva para miSica
retractor penisa polaze od kokcigealnih kraljezaka i prolaze oko anusa kako bi postali dva
odvojena miSica koja se pri¢vrS¢uju za ventrolateralnu povrSinu penisa na distalnom zavoju
sigmoidne fleksure. Penis je obi¢no S oblika (sigmoidna fleksura), osim tijekom erekcije 1
ejakulacije, zbog djelovanja m. retractor penis (BECKETT i WOLFE, 1998., EDMONDSON
1 sur., 2012.). Njegova funkcija je omoguditi izbacivanje urina i sperme, a $to se postizZe
refleksima i1 kontrakcijom miSi¢a penisa. Prosje¢na duljina penisa u jarca je 40 cm. Polaze¢i
od ishijaticnog luka, penis se proteze kranijalno i prolazi izmedu bedara ventralno prema
zdjelici 1 izmedu dvije sjemene vrpce, okruzene kozom i fascijama. Na ventralnoj strani
trbuSne Supljine, slobodni dio penisa zasti¢en je unutar prepucijuma. Slobodni dio penisa
pripada tijelu penisa (CONSTANTINESCU i CONSTANTINESCU, 2010., RANA, 2024.).

Korijen penisa sastoji se od dva kraka (crura) i izmedu njih bulbusa penisa. Kraci su

pricvrsceni na ishijaticni luk, a pokriveni su s dva simetricna misica koji djeluju na erekciju



penisa. Bulbus penisa je kaudalno prosirenje corpus spongiosum penisa, koje je erektilno tkivo
penisa. Prekriva ga misi¢. Tijelo penisa sastoji se od parnog corpus cavernosum penisa (svako
od njih je nastavak odgovarajuceg crus penisa) i penilne uretre okruzene corpus spongiosum
penis. Izraz ,kavernozno tijelo* koristi se za jedinstvenu strukturu kao rezultat spajanja
uparenog kavernoznog tijela. Corpus cavernosum i penilna uretra s corpus spongiosum penis
okruzeni su dvjema odvojenim tunica albuginea. Albuginea Salje unutar kavernoznog tijela
nekoliko pregrada i trabekula koje Cine karakteristi¢an okvir za krvne Zzile. Prostori omedeni
okvirom nazivaju se kaverne. Na ventralnoj strani kavernoznog tijela nalazi se uretralni Zlijeb,
koji $titi prolaz uretre penisa. Tijelo penisa je dvostruko (u obliku slova S) savijeno prije nego
Sto dosegne razinu sjemenih vrpci. Prva fleksura je dorzalna u odnosu na drugu. Postoji
upareni misi¢ povezan s ventralnim dijelom tijela penisa, koje potjece iz kaudalnih kraljezaka.
Spaja se na ventralnu fleksuru i nastavlja kranijalno smanjujuéi se u veli¢ini i nestajuéi prije
nego Sto dosegne glavi¢ penisa. Uretra penisa prelazi glans penisa uretralnim nastavkom,
duljine 2,5 cm (Slika 2.3.).

Glans penisa je prosireni kraj slobodnog dijela penisa, sadrzi corpus spongiosum
glandis, a vratom je oStro odvojena od slobodnog dijela penisa (CONSTANTINESCU 1
CONSTANTINESCU, 2010., RANA, 2024.).

GLANS PENIS

COLLUM GLANDIS

SLOBODNI DIO PENISA

PROCESSUS URETHRALIS \//i V

RAPHE PENIS

Slika 2.3. Lijeva strana penisa jarca (prema CONSTANTINESCU i CONSTANTINESCU,
2010.).

Prepucij
Koza ventralne strane trbuha okruzuje 1 stiti slobodni dio penisa pod nazivom prepucij.

Ovaj dio prepucija naziva se vanjska prepucijalna lamina. Koza se nalazi unutar prepucijalne



Supljine na prepucijalnom otvoru i1 nastavlja se s unutarnjom prepucijalnom laminom, koja se
pricvrs¢uje na slobodni dio penisa i nastavlja kranijalno s kozom penisa (ukljucujuéi Savnu
liniju koja se naziva ,,raphe penis*) (Slika 2.3.) i glavicem penisa. Prepucijalni otvor ima obilje
dlacica. Postoje kranijalni i kaudalni prepucijalni misi¢i koji pokrecu prepucij tijekom

mokrenja (CONSTANTINESCU i CONSTANTINESCU, 2010., RANA, 2024.).

2.1.2. PRIMJENJENA FIZIOLOGIJA SPOLNOG SUSTAVA JARCA

Neuro-endokrina kontrola funkcije testisa slicna je onoj u zenki, odnosno ukljucuje iste
hormone. Folikulo stimuliraju¢i hormon (FSH), hormon koji stimulira spermatogenezu i
luteiniziraju¢i hormon (LH), hormon koji stimulira intersticijske stanice u muzjaka. To su dva
gonadotropna hormona koja su prvenstveno odgovorna za spermatogenezu u kanali¢ima
sjemenovoda i proizvodnju testosterona u Leydigovim stanicama. Ukratko, proces
spermatogeneze odvija se unutar muskih zametnih stanica u sjemenim kanali¢ima testisa.
Spermatogeneza ima tri faze: proliferacija spermatogonija, mejoza i metamorfoza, tijekom koje
spermatide nastale mejozom sazrijevaju tijekom spermiogeneze. Spermatogeneza pod
kontrolom je klju¢nih hormona, ukljuc¢ujuéi gonadotropine (FSH i LH), androgene, testosteron
i inhibin. Testosteron koji proizvode Leydigove stanice djeluje na Sertolijeve stanice,
ucinkovito stimuliraju¢i spermatogenezu, pa svaki prekid u proizvodnji ili funkciji testosterona
znacajno utjeCe na proizvodnju i funkciju spermija (SHARPE, 1987., THOMPSON i sur.,
2018.). Fotoperiodicka kontrola spolne aktivnosti u jaraca manje je izraZzena nego u koza
(RANA, 2024.).

Neki istrazivaci tvrde da proizvodnja sperme (ne toliko kakvoca ejakulata) ovisi o
sezonskim promjenama. Medutim, to nije uvijek sluéaj. Utvrdeno je da je gibljivost spermija
bila manja od lipnja do listopada (od pocetka zime do sredine prolje¢a) u Boer i Angora jaraca
u Juznoj Africi. Spermatogeneza, odnosno tvorba spermija, opcenito je dugotrajan proces, koji
traje priblizno 50 do 60 dana (od spermatogonija do tvorbe spermija) i ukljucuje razlic¢ite faze
(spermatocitogeneza i spermiogeneza) u sjemenim kanali¢ima. Kada spermatogeneza bude
zavrSena, spermiji se premjestaju u epididimus gdje sazrijevaju tijekom 2 do 3 tjedna. Dakle,
za proizvodnju zrelih odnosno za oplodnju sposobnih spermija potrebno je 60 do 80 dana. U
sluc¢aju privremene sterilnosti (na primjer, zbog groznice nakon cijepljenja protiv plavog
jezika), treba imati na umu vrijeme potrebno za potpunu spermatogenezu kako bi se postigla
optimalna oplodnja (GREYLING i GROBBELAAR, 1983., GREYLING i GROBBELAAR,
1988., JAINUDEEN i sur., 2000., SALAMON i MAXWELL, 2000., GREYLING, 2010.,
RANA, 2024.).



Spermiji u lumenu sjemenih kanali¢a, koji zatim prolaze kroz epididimise/nuzjaja,
mokraénicu i zenski spolni sustav, podlijezu razliitim maturacijskim, fizioloskim i
biokemijskim promjenama koje im omogucuju oplodnju jajne stanice. Na tom putu razni
nepovoljni vanjski ¢imbenici (kao Sto su reaktivnih kisikovih spojeva (ROS), temperatura,
ionizirajuce zracenje, kemikalije i sl.) mogu negativno utjecati na spermije (KAYA i sur.,
2014.).

Iako su spermiji specifi¢ni po obliku i veli¢ini za svaku vrstu, opcenito su strukturally
sliéni (SULLIVAN, 1978.). Svi spermiji dijele zajednicku strukturu koja se sastoji od glave
koja sadrzi jezgru, srednjeg dijela bogatog mitohondrijima i1 jednog bicastog repa (flageluma).
Medutim, relativne duljine ovih triju komponenti, zajedno s oblikom glave i nafinom
pokretanja, mogu se znatno razlikovati medu vrstama (THOMPSON i sur., 2018.).

Glava je ovalnog oblika i ima jasno definirana dva segmenta. U prednjem dijelu nalazi
se akrosoma, dok je u straznjem dijelu post-akrosomsko podruc¢je. Spojni dio izmedu njih
naziva se nuklearni prsten (KAYA i sur., 2014.). Glava predstavlja jezgru stanice, koja sadrzi
tanki sloj protoplazme u kojoj se nalazi kondenzirana DNK 1 specifi¢ni proteini (WARD i
COFFEY, 1991., HAZZOURI i sur., 2000.). Akrosoma se formira iz Golgijevog aparata
tijekom ranih faza spermiogeneze, sadrzi vanjsku i unutarnju membranu, te pokriva oko 60 %
glave spermija (Slika 2.4.). Ona sadrzi specifi¢ne enzime poput hijaluronidaze, proarkozina,
acrozina, esteraza, neuraminidaze, kisele fosfataze, fosfolipaza, arilfosfataze, [-N-
acetilglukozaminidaze, arilaminidaze, kolagenaze i enzime za penetraciju korone.
Hijaluronidaza sudjeluje u probavi cumulus oophorus, dok enzimi za penetraciju korone
omogucuju prodiranje kroz corona radiata, a akrozin i1 neuraminidaza omogucuju penetraciju
zona pellucida (KAYA i sur., 2014., BERTA, 2018.).

Rep se sastoji od nekoliko dijelova: spojnog dijela ili vrata, srednjeg dijela ili tijela,
glavnog dijela i1 zavr$nog dijela, koji izgleda poput kista s 9 do 12 dlacica. Kratak vrat ¢ini
capitulum (proteinskog podrijetla), koji se oblikom uklapa u implantacijsku udubinu na glavi
spermija, a na njega se veze aksonema, koja se proteze gotovo cijelom duzinom repa. SredisSnji
dio aksoneme sastoji se od para mikrotubula obavijenih devet parova mikrotubula i vanjskim
omotacem od gustih proteinskih vlakana. Sve ove strukture obavija fibrozni omota¢ (EDDY,
2006.). U srednjem dijelu, koji se proteZe od kraja vrata do prstena koji dijeli srediSnji i glavni
dio, nalazi se vanjski omota¢ aksoneme od gustih vlakana, koji je obavijen gusto zbijenim
mitohondrijima. Glavna funkcija mitohondrija je generiranje energije potrebne za gibanje
spermija. Duljina pokrivenosti mitohondrijima i njihov broj variraju ovisno o vrsti. Glavni dio

repa je najduzi i karakterizira ga gubitak fibroznog omotaca, ¢iji izostanak omogucava bolju
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gibljivost i fleksibilnost tog dijela repa (Slika 2.4.)(KAYA i sur., 2014., BERTA, 2018.,
THOMPSON i sur., 2018.).
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Slika 2.4. Dijagram spermija (preuzeto s https://hr.wikipedia.org/wiki/Spermij)

Ejakulat, sjeme ili sperma je viskozna tekucina koja se sastoji od dvije komponente: stani¢ne
(spermiji) 1 tekuce (sjemena plazma). Volumen ejakulata specifican je za svaku vrstu, a u
jarceva u prosjeku iznosi 1 ml. Stani¢na komponenta, koja ukljucuje spermije, naziva se
spermatokrit, a u jarCeva iznosi vise od 30 %, dok koncentracija spermija u jednom mililitru
sjemena iznosi 2-5 milijardi. Plazma se sastoji od 91,5 % vode i 8,5 % otopljenih tvari
(organskih tvari: albumini, globulini, fibrinogen, ugljikohidrati, masti, hormoni, vitamini,
enzimi itd. i anorganskih tvari: anioni i kationi). U sjemenoj plazmi, osim spermija, nalaze se
epitelne stanice sluznica odvodnih puteva, leukociti, ugljikohidrati, proteini, aminokiseline,
specificne dusicne komponente 1 lipidi (SETCHELL, 2014.). SPRECHER 1 sur. (1999.)
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dokazali su da koli¢ina leukocita nije u korelaciji s primarnim patolo$kim oblicima spermija
ili koli¢inom prisutnih patogena koja pogadaju spolni sustav. Za razliku od najprisutnijeg
ugljikohidrata u krvnm serumu, odnosno glukoze, u sjemenoj plazmi u najvecoj koncentraciji
nalazi se fruktoza koju lu¢e sjemene vrecice (mjehuricaste zlijezde). Uz fruktozu i glukozu, u
sjemenoj plazmi se nalazi i inozitol. Nuzjaja izlucuju proteine sjemene plazme koji sudjeluju
u procesu oplodnje (SETCHELL, 2014., BERTA, 2018.).

Od posebne vaznosti je proteina spermozin koji ima slicnu funkciju kao miozin u
misi¢ima, jer sudjeluje u pretvaranju kemijske energije u mehanicku, ¢ime omogucuje gibanje
spermija (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Aminokiseline specifiéne za sjemenu plazmu
su glutaminska Kiselina, glicerofosforilkolin, hipotaurin (u prevenciji ostecenja stanica od
ROS-a), karnitin, glicerilfosforilinozitol, betain i drugi (SETCHELL, 2014.). Fosfatidalkolin
(fosfolipid-kolin plazmalogen) je najznacajniji fosfolipidima u jar¢evoj sjemenoj plazmi, koji
ima viSestruko nezasi¢ene masne kiseline koje su podloZzne koje su podlezne na djelovanje
prekomjerno stvorenih ROS. Fosfolipidi imaju kljuénu funkciju jer djeluju kao prekursori
trombocit-aktivirajuceg faktora, koji je vazan za gibanje spermija i akrosomsku reakciju.Od
steroida, najvazniji su progesteron, dihidrotestosteron, androstanedioli, estrogeni, testosteron
i prostaglandini (SETCHELL, 2014.). Prostaglandini su otkriveni 1930. godine, a naziv su
dobili jer se smatralo da ih proizvodi prostata, iako je kasnije dokazano da nastaju u sjemenim
vre¢icama, posebno u jaréeva i bikova (BERTA, 2018.). GANJAM i AMANN (1976.)
dokazali su da je koncentracija testosterona u sjemenoj plazmi jednaka onoj u krvnoj plazmi.

Tehnika prikupljanja sperme takoder je vazan aspekt pri odredivanju kakvoce sjemena
(Tablica 2.1. i Tablica 2.2.). Prihvaceno je da gibljivost spermija i postotak zivih spermija
odreduju kakvoce sperme. Gustoca ili koncentracija ejakulata i postotak zivih spermija veci
su u spermi prikupljenoj pomocu umjetne vagine. Medutim, konac¢ni i najvazniji kriterij u
procjeni kakvoce sperme je u oplodnoj sposobnosti spermija (GREYLING i GROBBELAAR,
1983., KARAGIANNIDIS i sur., 1999., BARKAWI i sur., 2006., GREYLING, 2010.).
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Tablica 2.1. Srednje kvadratne vrijednosti (+ SE) standardnih pokazatelja ejakulata u Zaraibi
jarCeva pod utjecajem godiSnjeg doba.

. Broj Jesen Zima Proljece Ljeto Srednja
Osobina .
Zivotinja vrijednost
SC (cm)?
10 25,4 £0,22° 25 +0,25¢ 26,2 +0,34 27,3+0,27° 259+0,14
Volumen ejakulata (ml)
9 0,98 +0,03* 0,56 + 0,03° 0,35 +0,05¢ 0,91 +0,03° 0,75+0,02
Koncentracija
8 4,700 +10.1° 5288 +12.7°  4903+18.4* 4,783+9.9° 5,072 +5.48
(x 105/ml)
Ukupna proizvodnja
spermija 8 4565 + 15,6% 3013+19,1° 1791+28,6° 4429+154° 3782+9,17
(x 109
pH
8 6,69 + 0,03 6,68 + 0,03 6,79 £ 0,04° 6,79 £ 0,03* 6,72 +0,01
Masivna gibljivost
spermija 8 4,3+0,08° 4,3 +0,09 3,7+0,13° 4,3+0,08 4,2 +0,04
Progresivna gibljivost
B 8 79,5+1,37° 80,3 +1,68° 73,1+2,5° 81,2 +1,35° 78.9+0.69
spermija (%)
Zivi spermiji (%)
8 82,5+0,83° 77,2+1,02¢ 76,4 +15° 87,2+0,82a 81.8+0.45
Patoloski oblici
. 8 8,8 £0,46° 18,3 £ 0,56% 17,9 £ 0,842 11,4 +0,46° 13,5+0,29
spermija (%)
Indeks ejakulata
8 3152 +13,2* 1982+16,2> 1139+24,1° 3354+13,0° 2630+7,63

(x 10°)?

abed Unutar stupaca, razli¢ita slova (a — d) oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike (P < 0,01).
1SC, skrotalni opseg

2 Indeks ejakulata = volumen sjemena x koncentracija x Zivi (%) x progresivna gibljivost (%)
Izvor: BARKAWI i sur. (2006.)

Tablica 2. Korelacijski koeficijenti standardnih pokazatelja ejakulata s mjerama testisa i

tjelesnom masom u jaraca pasmine Rayini.

Karakteristike sjemena Opseg skrotuma  Sirina testisa  Duzina testisa  Tjelesna masa
Volumen sjemena 0,85 0,79™ 0,51 0,737
Koncentracija spermija 0,32 0,36 0,54" 0,35

Postotak Zivih spermija 0,13 0,10 -0,04 0,01

Postotak patoloskih oblika spermija  —0,16 -0,16 -0,15 0,01

Ukupan broj spermija 0,86™" 0,83™ 0,63 0,76

Broj Zivih spermija 0,71" 0,66™ 0.45 0,61

Broj zivih i normalnih spermija 0,75™ 0,72™ 0,52 0,63"

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; Izvor: ZAMIRI i sur. (2006.)
2.1.3. PUBERTET JARCA

U jaraca, pocetak puberteta povezan je s znacajnim povecanjem proizvodnje
testosterona i kasnijom spermatogenezom. Ovaj fenomen dogada se u dobi jareva od 4 — 6

mjeseci. Cimbenici koji utjedu na pocetak puberteta uklju¢uju fotoperiod i prehranu. Spolna
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zrelost (kada se jarci mogu koristiti za parenje) obi¢no nastupa oko 18 mjeseci starosti (60 —
80 kg, ovisno o pasmini).

| unutarnji i vanjski podrazaji utjeCu na vrijeme pocetka puberteta, a tesko je izdvojiti
samo jedan ¢imbenik koji je jedini odgovoran za puberte. Opéenito, proces spolne zrelosti
ukljucuje niz dogadaja, a moze postojati interakcija izmedu ucinka muzjaka, sezonalnosti i
prehrane (GREYLING, 1996., NISHIMURA i sur., 2000., TODINI i sur., 2007., GREYLING,
2010., LEDEZMA-TORRES i sur., 2022., UNGERFELD i sur., 2023.).

Pasmina, dob i ishrana doprinose pocetku spolne zrelosti jarca. Dob puberteta ovisi o
pasmini, a u nekim pasminama pocinje od 2 do 3 mjeseca (SMITH i SHERMAN, 1994.,
SANCHEZ-DAVILA i sur., 2020.). Nubijski i Boer jarci po¢inju pokazivati spolna ponasanja
(povisenje libida) u dobi od 10 do 12 tjedana i po€inju proizvoditi kvalitetnu spermu otprilike
u 8. mjesecu zivota. Plodno parenje moguce je u dobi od 4. do 5. mjeseca jarca (SMITH i
SHERMAN, 1994., GOYAL i MEMON, 2007.). Brzo rastu¢i, dobro hranjeni i dobro drzani
jarci mogu se pariti ranije od pothranjenih muzjaka iste dobi (EDMONDSON i sur., 2012.).

Izvan sezone parenja, mnogi jarci imaju smanjen libido, smanjeno izlucivanje
feromona, smanjeni opseg skrotuma, manju vitalnosti spermija nakon smrzavanja i vec¢i broj
patoloSkih oblika spermija. Sve navedene promjene posljedica su manje razine LH i
testosterona. Koncentracija LH 1 testosterona, libida i prisutnost mirisa u jarca dosezu vrhunac
u jesen (HILL, 1996., WILDDEUS, 1998.). Spolno ponasanje jarca ukljucuje aktivno traZzenje
koza u estrusu, udvaranje (udaranje, kopanje, udaranje njuskom, ricanje i flehmenov refleks),
zaskakivanje, penetraciju i ejakulaciju. Ejakulacija se dogada spontano i karakterizira je snaZzan
potisak zdjelice s brzim pomakom glave unatrag (GOYAL i MEMON, 2007.). Nakon
ejakulacije, jarac silazi 1 ne pokazuje spolnu uzbudenost od nekoliko minuta do nekoliko sati
(EDMONDSON i sur., 2012.).

Za ve¢inu pasmina koza koje se uzgajaju u umjerenoj klimi sjeverne hemisfere, spermiji
su prisutni u ejakulatu jarceva u dobi od 4. do 5. mjeseca. Medutim, u ovoj dobi kvaliteta
ejakulata je loSa 1 Zivotinje nisu pogodne za uzgoj (EDMONDSON 1 sur., 2012., RANA,
2024.).

2.1.4. SEZONALNOST I SEZONA PARENJA
Na sezonu parenja utjecu razli¢iti klimatski ¢imbenici (kao $to su temperatura i
fotoperiod) koji reguliraju fizioloSki odgovor. Duljina sezone parenja prvenstveno je rezultat

genetskih 1 okoli$nih interakcija. Sezona parenja pocinje kada duljina dana postane kraca.
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Postoje dokazi koji upucuju na to da je u nekim vrstama epifiza, kroz lu¢enje melatonina,
ukljucena u posredovanje ucinaka fotoperioda na funkciju gonada. Razine melatonina su
visoke tijekom tamnih razdoblja, a niske tijekom svijetlih razdoblja. Takoder postoje dokazi
da je predmaksilarno podrucje hipotalamusa vazno ciljno mjesto za melatonin kako bi regulirao
spolnu aktivnost (HUNTER, 1980., ZARAZAGA i sur., 2005., GREYLING, 2010., RANA,
2024.).

Razli¢ite pasmine imaju razli¢ite duzine sezone parenja. Na primjer, koza pasmine
Angora ima kratku sezonu parenja, koja varira izmedu 94 dana (ili 4 — 7 estrusnih ciklusa) i
117 + 3,5 dana. Uvodenje jarca medu koze mozZe se koristiti kao metoda za ubrzanje pocetka
sezone parenja i za sinkronizaciju estrusa medu kozama. Cini se da su koze pasmine Boer
sezonski poliestri¢ne, iako nisu zamjeceni periodi potpune anestrusnosti. Uzorak sezonskog
pojavljivanja spolne aktivnosti za odraslu kozu pasmine Boer i mladu kozu (u dobi od 5 — 17
mjeseci) vrlo je slican. Vrhunac spolne aktivnosti dogada se tijekom jeseni ili razdoblja kratke
duljine dana, dok razdoblje najmanje seksualne aktivnosti traje od kasnog prolje¢a do sredine
ljeta. Prosjecan broj estrusnih razdoblja godi$nje po kozi za pasminu Boer iznosi 11,7 + 4,4
(otprilike 280 dana). Preporucuje se jedan jarac na 35 — 40 koza kada se primjenjuje parenje u
stadu, a vazno je nastojati pariti mlade koze (neparene) odvojeno od zrelih koza (DEVENDRA
i BURNS, 1983., RESTALL, 1992., AHMED i sur., 1997., RIVERA i sur., 2003.,
GREYLING, 2010., RANA, 2024.).

Opcenito, jaraci ne pokazuju tako izrazenu sezonu parenja, iako postoji tendencija da
smanjenje fotoperioda (duljina dana) stimulira lu¢enje FSH, LH 1 proizvodnju testosterona.
Neke pasmine jaraca poput Angora osjetljivije su na duljinu dana i stoga imaju izraZeniju
sezonalnost (GREYLING i GROBBELAAR, 1983., BARKAW!I i sur., 2006., TODINI ,i sur.,
2007., GREYLING, 2010., RANA, 2024.).

2.1.5. MENADZMENT JARCA

Vaznost jarca u cijelom programu uzgoja ne smije se podcijeniti. lako se koristi samo
aktivno oko 6 tjedana u sustavu parenja sa stadom ili intenzivno tjedan ili dva kada se koristi u
programu umjetnog osjemenjivanja, te jarac mora biti pravilno koristen.

Od trenutka odvajanja od majke s 3 mjeseca starosti, nakon potrebnog tretmana
antiparaziticima i cijepljenja prema preporukama veterinara, muzjaci bi trebali biti na prehrani
koja osigurava energiju iznad razine odrZavanja. Prosjecna tjelesna masa jaraca pasmine Boer
u dobi od 100 dana (obice) je 27 kg, a tjelesna masa u dobi od 12, 18, 24 i 36 mjeseci iznosi 55
kg, 75 kg, 88 kg i 115 kg, redom kako slijedi. Prihvatljive tjelesna performanse, veli¢ina i
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izgled preduvjeti su kada se koriste za uzgoj. Opcenito, jarci bi trebali biti odrzavani u dobrom
tjelesnom stanju prema ocjenama tjelesne kondicije tijekom cijele godine (3 od ukupno 5). Od
2 do 3 tjedna prije sezone parenja, jareve bi prije sezone parenja trebalo dodatno dohranjivati
kako bi se unijela veca koli¢ina energije u organizam. Sva potrebna godiSnja cijepljenja trebaju
biti provedena najmanje 6 tjedana prije planirane sezone parenja, a papci trebaju biti podrezani
kako bi se olaksalo hodanje i moguc¢nost parenja. Tijekom kiSne sezone preporucuje se tretman
namakanja papaka za prevenciju trulezi papaka svaka 3 do 4 tjedna. Tretman protiv unutarnjih
parazita takoder treba biti provedeno 1 do 2 tjedna prije parenja. Najznacajnija rutinska
procjena jaraca koja se treba provesti prije parenja je testiranje plodnosti (ejakulat i
konzistencija skrotuma) te testiranje na spolno prenosive bolesti (bruceloza). Ovi testovi se
obi¢no provode unutar 30 dana od pocetka sezone parenja (SMITH, 1980., GALL, 1981.,
DEVENDRA i BURNS, 1983., BATH i DE WET, 2000., GREYLING, 2010., RANA, 2024.).

2.1.6. Procjena spolne sposobnosti jarca

Svi jarcevi koji ¢e se koristiti za parenje trebaju biti procijenjeni na spolnu sposobnost
3 do 4 tjedna prije poCetka sezone parenja. Pregled jarca trebao bi ukljucivati klinicki pregled,
pregled spolnog sustava, mjerenje opsega skrotuma te prikupljanje i procjenu ejakulata.
Procjena spolne sposobnosti jarca odnosi se na moguénost procijene samo tjelesne sposobnosti
i kakvocu ejakuta jarca. Zadovoljavajuca ocjena ne moze jamdéiti sposobnost jarca da proizvede
zive potomke (PUGH, 1996., GOYAL i MEMON, 2007.). Pokusaji procjene libida u jarca
znaajno pomazu u potpunoj sponoj procjeni (GOYAL i MEMON, 2007., EDMONDSON i
sur., 2012.).

Klinicki pregled

Klinic¢ki pregled jarca mora ukljucivati op¢i pregled zdravlja, s posebnim naglaskom
na procjenu tjelesne kondicije i muskulature (noge i papke). Da bi bio zadovoljavajuéi za
parenje, jarac bi trebao biti u dobroj tjelesnoj kondiciji. Upotreba previSe mrSavih ili
prekomjerno debelih Zivotinja treba se izbjegavati za parenje (PUGH, 1996., MEMON i sur.,
2007.). Jarac treba biti bez poznatih genetskih mana, poput kila, deformacije celjusti,

kriptorhizma, suvis$nih bradavica i interseksualnih stanja (EDMONDSON i sur., 2012.).

Pregled spolnog sustava

Pregled spolnog sustava ukljucuje procjenu testisa, epididimisa, sjemenovoda i penisa.
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Testisi se trebaju pregledati prema veli¢ini, simetriji, a vrh penisa (otprilike 2 do 3 cm) formira
uretralni proces. U jar¢eva koji su imali urinarne kamence, uretralni proces obi¢no se uklanja
tijekom lijecenja jer su uretralni proces Cesta zona opstrukcije. Gubitak ili uklanjanje uretralnog
procesa nema negativan utjecaj na plodnost jarca (EDMONDSON i sur., 2012.).

Jarac treba imati dva velika, ovalna testisa iste veli¢ine, oni su Cvrsti tijekom sezone
parenja 1 neSto meksi izvan sezone parenja. Ako je prisutan samo jedan testis, muzjak treba biti
izlu€en iz uzgoja. Ultrazvucna dijagnostika moze biti korisna u otkrivanju ili potvrdi patoloskih
stanja spolnih organa muzjaka (PUGH, 1996., CARSON i sur., 1997., MEMON i sur., 2007.).

Vidljive promjene na epididimisu su relativno rijetke u jareva. Veterinar treba
pregledati penis na patoloske oblike prilikom prikupljanja uzorka ejakulata. Penis se mora
ru¢no produziti iz prepucija kako bi se omogucéio pazljiv pregled (MEMON i sur., 2007.,
EDMONDSON i sur., 2012., RANA, 2024.).

Uzimanje ejakulata

Ejakulat se moze prikupiti pomo¢u umjetne vagine u naviknutog jarca ili putem
elektroejakulacije (CARSON i sur., 1997.). Elektroejakulatori trebaju biti dugi 25 do 30 cm i
promjera 2 do 3 cm. Umjetna vagina moze se izraditi od cijevi od polivinil klorida ili sli¢nih
crijeva s unutarnjim oblogom izradenom od presjeka biciklisticke unutarnje gume. Umjetna
vagina takoder se moZe kupiti. Duljina umjetne vagine treba biti 18 do 22 cm, a vanjski promjer
6 cm. Treba je napuniti toplom vodom kako bi se odrzao odgovarajuci tlak 1 temperatura (38
do 40 °C). Na jedan kraj treba postaviti konus (bazdarenu epruvetu) za prikupljanje ejakuta.
Nespremicni lubrikant stavlja se na otvoreni kraj.

Za postupak elektroejakulacije, jarci se drze u kavezima ili pritisnuti uz zid. Rektum se
Cisti od izmeta, a dobro podmazana sonda se umetne. Prostata se masira pet do Sest puta,
elektri¢na struja se primjenjuje kroz sondu 4 do 6 sekundi, a zatim se sonda iskljuci na 3 do 4
sekunde. Ovaj se obrazac ponavlja dok ne dode do ejakulacije (obi¢no Cetiri do pet ciklusa).
Libido se ne moze procijeniti kada se ejakulat prikuplja pomocu elektroejakulacije. Tijekom 1
nakon prikupljanja, ejakulat treba biti zasticeno od izravne sunceve svjetlosti 1 temperaturnog

Soka, a gibljivost spermija treba se procijeniti unutar 10 minuta (GOYAL i MEMON, 2007.).

2.2. PROCJENA EJAKULATA

.....

volumen, koncentraciju spermija, boju, gustocu i viskoznost) i posebno, kakvocu spermija

(ukljucuju¢i masivnu i progresivnu gibljivost (ROSSITTO i sur., 2019.), procjenu udjela

17



morfoloskih patoloSkih oblika spermija (AMANN i sur., 2000.), a samo poneki laboratorii
mitopotencijal (BUCAK i sur., 2015.), osjetljivost na oksidaciju (PARTYKA i sur., 2011.) i
fragmentaciju DNK-a (CASTRO i sur., 2018., O’'MEARA i sur., 2022.).

Standardno se ejakulat procjenjuje prema boji i karakteristikama spermija, ukljucujuéi
masivnu i progresivnu gibljivost, morfologiju i koncentraciju. Kakvoca i koli¢ina ejakulata
mogu varirati ovisno o dobi, sezoni, temperaturi, pasmini, pa ¢ak i medu pojedinacnim
zivotinjama unutar iste pasmine.

Normalne vrijednosti za procjenu sjemena u jarca su sljedece:

Volumen sjemena: 1 mL (s rasponom od 0,5 do 1,5 mL)

Gibljivost spermija: 80 % (s rasponom od 70 % do 90 %)

Koncentracija spermija: 4 milijarde (s rasponom od 2 do 5 milijardi)/mL

Normalna morfologija spermija: 80 % (s rasponom od 70 % do 90 %)

Volumen ejakulata mjeri se izravno iz mjernog spremnika za skupljanje sjemena
(kalibrirane epruvete). lako je volumen koristan pokazatelj pri procjeni ejakulata prikupljenog
pomocu umjetne vagine, njegova je vrijednost ograni¢ena pri uporabi elektroejakulatora. Boja
ejakulata ovisi o koncentraciji spermija po mililitru i moZe varirati od prozirne tekucine slicne
sirutki, preko mlijecnog izgleda, pa sve do kremaste teksture (EDMONDSON i sur., 2012.).

Gibljivost spermija procjenjuje se tako da se kap svjezeg ejakutata prvo pregledava
pod malim poveéanjem (100x) kako bi se procijenila koncentracija i gibljivost spermija. Kap
zagrijane fizioloSke otopine stavlja se na preparat (u kap svjezeg ejakulata) i pomijeSa ga se
ravnomjerno. Dobivena mjeSavina omoguc¢ava promatranje kretanja pojedinih spermija. Ako
je mjeSavina sjemena previSe koncentrirana da bi se razaznali pojedinacni spermiji, treba
napraviti novu pripremu s manjom koli¢inom ejakulata. S iskustvom, procjenitelj ¢e moci
odrediti koli¢inu ejakulata koju treba staviti na premetno stakalce kako bi se napravio
odgovarajuci preparat (EDMONDSON i sur., 2012.).

Ispitiva¢ bi trebao vizualno procijeniti postotak progresivno gibljivih spermija.
Masivna pokretljivost spermija procjenjuje se pod malim povecanjem. lako se koncentracija
rutinski ne procjenjuje u uvjetima terenskog rada, preporucuje se ukljuciti ovu procjenu u
evaluaciju. Koncentracija se lako moze procijeniti pomo¢u hemocitometra i komercijalnog
Unopette sustava za brojanje bijelih krvnih stanica. Ispitiva¢ takoder treba zabiljeziti broj
okruglih stanica prisutnih na svakom preparatu. Ako se u svakom polju srednjeg uveéanja vidi
viSe od dvije okrugle stanice, treba napraviti razmaz sjemena za citoloSku procjenu (npr.

pomocu Wrightove boje). Prisutnost leukocita ukazuje na upalu ili infekciju. Prisutnost ranih
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nukleiranih okruglih spolnih stanica ukazuje na poremecaj spermatogeneze. JarCevi trebaju
imati vise od 70 % progresivno gibljivih spermija. Gibljivost je obi¢no smanjena izvan sezone
parenja (EDMONDSON i sur., 2012., SANCHEZ-DAVILA i sur., 2020.).

Morfologija spermija se procjenjuje pomocu preparat koji se izraduje tako $to se mala
kap ejakulata pomjesa s kapljom eosin-nigrosin boje na predmetnom stakalcu te se izradi
razmaz pomocu drugog premetnog stakalca glatkih rubova. Dobiveni razmaz trebao bi imati
ravnomjernu distribuciju stanica. Spermiji trebaju biti rasporedeni tako da se pojedinacne
stanice lako razaznaju, ali u svakom vidnom polju treba biti otprilike 10 stanica. Preparat se
ostavi da se osusi, a zatim se pregledava pod povecanjem 1000x s objektivom za uranjanje u
imerzijsko ulje. Ispitivac treba prebrojati najmanje 100 stanica i odrediti postotak spermija
normalne morfologije (EDMONDSON i sur., 2012.).

Patoloski oblici spermija se biljeze kao primarni ili sekundarni. Primarni patoloski
oblici ukljucuju glavu i sredi$nji dio spermija, dok sekundarni patoloski oblici ukljucuju
promjene na repu. Vrsta patoloskih oblika spermija moze se koristiti za procjenu ozbiljnosti
problema u muzjaka s prekomjernim brojem patoloskih stanica. Patoloski oblici glave i
akrosoma povezane su s ozbiljnim testikularnim poremecajima. Patoloski oblici repa Cesto su
povezane s manje ozbiljnim problemima ili bolestima epididimisa. Okrugle kapi citoplazme
(protoplazmatske kapljice) na repu spermija obi¢no se vidaju kod mladih ovnova i povezane
su s prekomjernom uporabom, nezreloS¢u ili blagim testikularnim degeneracijama.
Protoplazmatske kapljice takoder mogu nastati u uzorcima uzetim od muzjaka izvan sezone
parenja. Rasplodni jarac mora imati u ejakulatu najmanje 70 % morfoloski normalnih spermija.
Jarca koji ne zadovoljava procjenu ejakulata moZe se ponovno procjeniti nakon 8 tjedana ili ga
treba ukloniti iz uzgoja. Jarci koji pokazuju smanjen libido, blago smanjen opseg skrotuma i
povecéani udio patoloskih oblika spermija trebaju biti identificirani i uklonjeni ga iz uzgoja
(EDMONDSON i sur., 2012., LEDEZMA-TORRES i sur., 2022.).

Najcesce procijenjeni pokazatelji kakvoce sjemena Sirom svijeta je gibljivost. Dugi niz
godina standardna metoda u laboratorijima bila je subjektivha mikroskopska procjena
(MALLIDIS i sur., 2012.). Svjetska zdravstvena organizacija preporucuje subjektivnu
procjenu od strane obucenih androloga kao zlatni standard u evaluaciji ljudskog sjemena
(WHO, 2010.). Iako je ova tehnika prihvacena globalno, ona uvelike ovisi o obuci i testiranju
laboratorijske struénosti, §to je ¢ini znacajno ovisnom o procjenitelju.

Kako bi se prevladao ovaj problem, pojavile su se objektivne tehnologije poput sustava
za racunalno potpomognutu analizu spermija (CASA), koji se koriste u svakodnevnoj rutini

obrade sjemena. CASA je sustav koji kombinira specifican hardver i softver, kameru visoke
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rezolucije 1 mikroskop, omogucuju¢i racunalno potpomognutu procjenu koncentracije,
pokretljivosti, brzine i morfologije sjemena pomocu prepoznavanja gustoce i piksela (AMANN
i WABERSKI, 2014., FINELLI i sur., 2021.).

Medutim, ¢ak i s raCunalnim sustavima, mnoge su studije otkrile varijacije medu
operatorima, uredajima iste marke te izmedu razli¢itih modela (VERSTEGEN i sur., 2002.,
HANSEN i sur., 2006., BRITO, 2010., O’MEARA i sur., 2022.).

Pomoéu CASA sustava moguce je procijeniti ukupnu gibljivost spermija (%),
progresivnu gibljivost (%) i manevrirajuée gibanje (%), kao i razne pokazatelje brzine
spermija:

Krivolinijska brzina (engl. VCL - curvilinear velocity) odnosi se na prosje¢nu brzinu
spermija duz njegove krivolinijske putanje; izrazava se u pm/s.

Pravolinijska brzina (engl. VSL - straight-line velocity) definira prosje¢nu brzinu
spermija na pravolinijskoj putanji, tj. putanji koja povezuje prvu i posljednju zabiljeZzenu
poziciju spermija; izrazava se u um/s.

Prosjecna brzina (engl. VAP - average path velocity) predstavlja prosje¢nu brzinu
spermija duz njegove prosjecne putanje, koja se izraCunava pomocu CASA algoritma radi
korekcije krivolinijskog gibanja spermija; izraZava se u pm/s.

Amplituda lateralnog otklona glave u odnosu na prosjecnu putanju (engl. ALH -
amplitude of lateral head displacement) predstavlja lateralni pomak glave spermija; izrazava
se u pum/s.

Indeks linearnosti (engl. LIN — linearity) definira linearnost krivolinijske putanje
spermija i izratunava se omjerom pravolinijske brzine i1 krivolinijske brzine (VSL/VCL);
izraZen je u %.

Indeks oscilacije (engl. WOB — wobble) predstavlja stupanj oscilacije prave putanje u
odnosu na prosjecnu putanju spermija te se izracunava omjerom prosjecne brzine i krivolinijske
brzine (VAP/VCL); izrazen je u %.

Pravolinijski indeks (engl. STR — straightness) pokazuje linearnost kretanja na
prosjecnoj putanji spermija i izraCunava se omjerom pravolinijske brzine i prosjecne brzine
(VSL/VAP); izrazen je u %.

Frekvencija prelaska pravolinijske putanje (engl. BCF —beat cross frequency) oznacava
prosjecan broj prelazaka krivolinijske putanje preko pravolinijske putanje u sekundi; izrazena
je uHz.

Prednosti CASA sustava ukljucuju detaljnu analizu pokazatelja gibljivosti, kinetickih

analiza, hiperaktivacije i morfometrije spermija. Klinicka vaznost CASA pokazatelja lezi u
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procjeni reproduktivnog potencijala spermija. CASA mjerenja pokazala su se izuzetno
korisnima u pracenju suptilnih promjena u distribuciji gibljivosti i brzine spermija kao
odgovora na razlic¢ite fizioloske i okolisne uvjete (AYAD, 2008.).

Od svih spomenutih pokazatelja, VCL, ALH i BCF su najvazniji za procjenu kvalitete
spermija nerasta (GIL i sur., 2009.). ALH je klju¢ni pokazatelj gibljivosti jer je odredena razina
gibljivosti potrebna za penetraciju cervikalne barijere krmace. Prema BROEKHUIJSE i sur.
(2011.), VAP je takoder vazan parametar za procjenu kakvoce sjemena koristenog u umjetnom

osjemenjivanju krmaca (BUTKOVIC, 2021.).

2.3. MORFOLOSKE I FUNKCIONALNE OSOBITOSTI REPA SPERMIJA IZMEDBU
RAZLICITIH VRSTA SISAVACA

Morfoloske osobine spermija, ukljucujuéi oblik glave i duljinu repa, variraju medu
sisavcima. Sirina i duljina glave spermija uglavnom se razlikuju zbog varijacija u veli¢ini i
organizaciji akrosoma i jezgre (MORTIMER, 2018.). Rep spermija moze se podijeliti na Cetiri
razli¢ita segmenta: vezni dio (poznat i kao vrat), srednji$ni dio (mid-piece), glavni dio i zavrs$ni

dio (CUMMINS i WOODALL, 1985.).

Vezni dio, najblizi glavi spermija, sadrZi degenerirane centriole, koje u usporedbi sa
centriolima somatskih stanica imaju ograniene strukturne znacajke i proteinski sastav
(AVIDOR-REISS i sur., 2015.), te prijelazne strukture koje se povezuju s unutarnjim
strukturama u srednjem dijelu (WOOLLEY i sur., 2008.). Srednji dio definiran je citoskeletnim
strukturama okruZenim gusto rasporedenim mitohondrijima (LINDEMANN 1 LESICH,
2016.).

Glavni dio repa karakterizira fibrozna ovojnica koja obavija citoskelet (EDDY i sur.,
2003.). Zavrsni dio repa predstavlja produzetak glavnog dijela, ali bez ikakvih pomo¢nih
struktura (INABA, 2011.). Duljine povezanog 1 zavrsnog dijela obi¢no su kratke medu vrstama,
dok duljine sredisnjeg i glavnog dijela pridonose varijacijama u duljini repa medu sisavcima
(GAGE, 1998.).

Mitohondriji u srediSnjem dijelu spermija glavni su izvor adenozin-trifosfata (ATP).
Oni proizvode i transportiraju energiju do aksonema u glavnom dijelu repa, koji generira

pokretacku snagu spermija (PIOMBONI 1 sur., 2012.). Stoga, duljina srediSnjeg 1 glavnog
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dijela repa moze biti kljuéna za brzinu gibanja spermija i njihovu uspjeSnost u oplodnji
(LUPOLD i sur., 2009., MOSSMAN i sur., 2009., FIRMAN i SIMMONS, 2010., BENNISON
i sur., 2015., GU i sur., 2019.).

Osim znacéajnih varijacija u obliku glave i duljini repa, morfologija unutarnjih
ultrastruktura, ukljucuju¢i mitohondrijsku ovojnicu, vanjska gusta vlakna i fibroznu ovojnicu,
znatno se razlikuje medu vrstama sisavaca (FAWCETT, 1970., SERRES i sur., 1983.).
Medutim, aksonema pokazuje vrlo malo varijacija medu vrstama. Aksonema ima ocuvani
raspored mikrotubula u obliku 9+2 u popre¢nom presjeku, gdje je devet dvostrukih
mikrotubula povezano s centralnim parom, koji se sastoji od dva pojedina¢na mikrotubula.
Koordinirane aktivnosti viSe dyneinskih motora poti¢u hidrolizu ATP-a u aksonemi, $to
omogucuje pokretljivost flageluma (LIN i NICASTRO, 2018.). Tradicionalno se smatra da je
Sirina aksoneme konstantna od baze do vrha repa spermija, ¢ak i medu razli¢itim vrstama

(O'DONNELL i O'BRYAN, 2014., GU i sur., 2019.).

Mitohondrijska ovojnica obuhvaéa podrucje sredisnjeg dijela i okruzuje vanjska gusta
vlakna i aksonemu. Mitohondrijska ovojnica se sastoji od razli¢itog broja mitohondrija koje su
izduzene i rasporedene u obliku zavojnice (heliks), poznatom kao gyres, koji se razlikuje od
vrste do vrste. Na primjer, procjenjuje se da u ljudi postoji 10-12 gyresa, u pasa 15-17, u miseva
97, a u Stakoria 350 (FAWCETT, 1970.). Obi¢no, se vanjska gusta vlakna sastoje od seta od
devet prugastih stupova koji po€inju u povezanoj jedinici i zavrSavaju na specificnom polozaju
repa kod odredenih vrsta. U uzduznom prikazu, svako je vlakno najvecée na proksimalnom kraju
sredisnjeg dijela i postupno se suzava duz repa, s razli¢itim zavrSecima na razli¢itim pozicijama
duz glavnog dijela (IRONS i CLERMONT, 1982.). U popre¢nom presjeku, oblik i veli¢ina
svakog vlakna razlikuju se izmedu i unutar vrsta (OLSON i SAMMONS, 1980.). Smatra se da
vanjska gusta vlakna ne samo da §tite rep od oste¢enja uzrokovanih prolaskom kroz epididimis
I tijekom ejakulacije, ve¢ i povecavaju ¢vrstocu repa te stabiliziraju aksonemu (BALTZ i sur.,
1990., ZHAO i sur., 2018.).

Fibrozna ovojnica je citoskeletna struktura glavnog dijela. Sastoji se od dva
longitudinalna stupa povezana polukruZznim rebrima. Veli¢ina longitudinalnih stupova najveca
je u prednjem dijelu glavnog dijela i postepeno opada duz glavnog dijela (FUJITA i sur.,
2000.). U popre¢nom presjeku, oblik i veli¢ina uzduznih stupova, ali ne i polukruznih rebara,

pokazuju veliku varijaciju medu vrstama sisavaca. Fibrozna ovojnica sluzi kao kostur za
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proteine koji sudjeluju u glikolizi, signalnoj transdukciji posredovanoj ciklickim adenozin
monofosfatom i mehanickoj potpori (MIKI i sur., 2004., EDDY, 2007., GU i sur., 2019.).

lako su strukture repa spermija okarakterizirane kod mnogih vrsta, ograni¢eni su podaci
o trodimenzionalnoj prirodi ovih unutarnjih struktura izmedu razli¢itih vrsta, kao i unutar iste
vrste. Nadalje, odnosi izmedu trodimenzionalnih unutarnjih ultrastruktura i morfologije

spermija, brzine gibanja i funkcije mitohondrija slabo su istrazeni (GU i sur., 2019.).

Zajednicke karakteristike za deset proucavanih vrsta (zamorcica, misa, Stakora, zlatnog
hrcka, psa, bika, svinju, zeca, kozu i ¢ovjeka) su da rep i unutarnje ultrastrukture, uklju¢ujuci
mitohondrijsku ovojnicu, ukupna vanjska gusta vlakna, pojedina¢no vanjsko gusto vlakno,
fibroznu ovojnicu i aksonemu je da se postupno suzavaju od vrha prema kraju, a nagibi ovih
struktura i oblici glava spermija pokazuju vrsno specifi¢ne osobitosti. Dodatno, strukturni opis
pruza nova saznanja o pozitivnim povezivanjima medu unutarnjim strukturama, posebno
vanjskim fibroznim ovonicama i mitohondrijama, i duljinom repa, otkrivaju¢i odnose izmedu
struktura i fiziologije spermija. Proteini uklju¢eni u strukturu ovojnice mitohondrija i vanjskih
gustin vlakana mogu odredivati duljinu repa, Sto se smatra klju¢nim c¢imbenikom u

istrazivanjima motorickih sposobnosti spermija i kompeticije spermija (GU i sur., 2019.).

2.3. NAVIGACIJA SPERMIJA: BIOMEHANICKI I HIDRODINAMICKI IZAZOVI

OPLODNJE

2.3.1. MEHANIZMI NAVIGACIJE SPERMIJA | 1IZAZOVI NA PUTU DO OPLODNJE
Za uspjesnu oplodnju, jajna stanica i spermij moraju se susresti, a tijekom tog putovanja

spermiji izvode impresivne navigacijske manevre. Gibanje spermija prema jajnoj stanici

omogucuje udaranje repa (flagelum). U sisavaca i beskraljesnjaka, spermiji koriste razlicite

osjetne mehanizme za prikupljanje fizickih ili kemijskih signala potrebnih za lociranje jajne

stanice.

U sisavaca su poznata tri glavna mehanizma pomocu kojih spermiji prolaze kroz uski
jajovod: kemotaksija (EISENBACH i GIOJALAS, 2006., KAUPP i sur., 2008.), termotaksija
(BAHAT i sur., 2003.) i reotaksija (BRETHERTON i ROTHSCHILD, 1961., MIKI i
CLAPHAM, 2013.). Medutim, ovi mehanizmi, kao i njihov doprinos navigaciji spermija, jo$
uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni. Razlog tome moze biti nemogucénost simulacije slozenih

prirodnih uvjeta s kojima se spermiji susre¢u tijekom oplodnje. Tijekom prolaska kroz Zenski
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spolni sustav, spermiji sisavaca prolaze kroz kapacitaciju i hiperaktivaciju kako bi stekli
sposobnost oplodnje jajnih stanica (EISENBACH i GIOJALAS, 2006., SUAREZ, 2008.). U
svakom trenutku samo dio populacije spermija je kapacitiran ili hiperaktivan, Sto ¢ini ove
populacije heterogenima. Osim toga, spermiji su prostorno ograni¢eni anizotropnim zenskim
spolnim sustavom te dolaze u interakciju s trepetljikavim epitelom jajovoda (ALVAREZ i sur.,
2014.).

2.3.2. HIDRODINAMIKA | OBRASCI GIBANJA SPERMIJA

Gibanje spermija, bakterija i algi odredeno je hidrodinamikom tekucine u kojoj se
nalaze i prostornim ograni¢enjima. Kod unutarnje oplodnje, spermiji sisavaca gibaju se duz
uskog jajovoda te stupaju u interakciju s epitelom Zzenskog spolnog sustava. Kod nekih
"emitiraju¢ih oploditelja", poput riba, spermiji Se gibaju po povrsini velikog jajasca dok traze
mali ulaz na mjesto oplodnje, poznat kao mikropila (YANAGIMACHI i sur., 2013.). Stoga je
interakcija spermija s stjenkama kljuéna za proces oplodnje (ALVAREZ i sur., 2014.).

Xicc,

Iz hidrodinamicke perspektive, spermiji se klasificiraju kao ,,guraci®; to su skupina
spermija s motorom na straznjem dijelu (rep) i pasivnim optere¢enjem na prednjem dijelu
(glava) (ISHIKAWA, 2009., LAUGA i POWERS, 2009.). Polje protoka oko ,,guraca“
karakterizira povratni protok straga (uzrokovan repom koji tekucinu gura unatrag) i naprijed
usmjeren protok ispred glave (koja vuce tekuc¢inu za sobom). Tekucina koja se izbacuje mora
se nadoknaditi protokom sa strane. Kada se ,,gura¢* priblizi stjenci, polje protoka se iskrivljuje.
Ograniceno uvlacenje tekuéine sa strane stjenke uzrokuje da se vecina tekucine nadoknaduje s
druge strane, $to gura stanicu prema stjenci. Kada se spermiji priblize stjenci, stupaju na snagu
dodatne interakcije, pri ¢emu aproksimacija dalekog polja postaje nepouzdana. Numericke
simulacije temeljene na mezoskalnoj hidrodinamici pokazuju da spermiji bivaju privuceni
stjenci, dok se ravnina udaranja repa poravnava sa stjenkom (ELGETI i sur., 2010.). Medutim,
paralelno poravnanje nije savr$eno; spermiji se gibaju s blago nagnutom osi, §to gura glavu
prema stjenci i dodatno stabilizira njihovu poziciju (ELGETI i GOMPPER, 2009.). U
mikrokanalima, spermiji se gibaju uz stjenku ili protiv nje (WOOLLEY, 2003., DENISSENKO
I sur., 2012.), sto je u skladu s mezoskalnim simulacijama (ELGETI i sur., 2010.), ali nije u
skladu s predvidanjima drugih racunalnih modela koji predvidaju iskljucivo plivanje blizu

stjenke (SMITH i sur., 2009., ALVAREZ i sur., 2014.).

24



2.4. MORFOMETRIJSKA ANALIZA | POVEZANOST MORFOLOGIE SPERMUJA S
PLODNOSCU RASPLODNJAKA

Odgovarajuc¢a procjena plodnosti rasplodnjaka od najveceg je znaCaja za genetski
napredak u uzgoju jer se lo$ odabir rasplodnjaka nosioca nasljednih mlije¢nih svojstava moze
odraziti odnosno narusiti planiranje proizvodnje stoke na dulje uzgojno razdoblje. Nacin
procjene plodnosti rasplodnjka temelji se na procjeni kakvoce sperme, koja je kljucna za
izraCunavanje doza sperme potrebnih za umjetno osjemenjivanje ve¢ine domacih zivotinja
(VALVERDE i sur., 2016., RIBAS-MAYNOU i sur., 2023.). Subjektivni postupci u procjeni
sjemena rasplodnjaka u centrima za umjetno osjmenjivanje sve se viSe zamjenjuju
automatiziranim uredajima kako bi se smanjila subjektivnost, omogucila ponovljivost 1
povecala preciznost procjene spermija (MAROTO-MORALES i sur., 2016., FINELLI i sur.,
2021.). Tako se primjerice, uporabom standardnih postupaka u procjeni morfologije spermija
rasplodnjaka ne moze temeljito procijeniti male, ali znacajne razlike koje postoje izmedu
spermija u razli¢itim uzorcima sjemena. Potreba za to¢nom odnosno objektivnom procjenom
morfologije spermija dovela je do razvoja racunalno potpomognute analize morfologije
spermija, koja omogucuje brzu procjenu velikog broja spermija. Osim toga, primjenom
racunalno potpomognute analize morfologije spermija i multivarijantnih statistickih metoda,
ukljucujué¢i diskriminacijske i1 klaster analize, moguce je utvrditi prisustvo diskretnih
subpopulacija spermija s razli¢itim morfometrijskim karakteristikama u ejakulatima sisavaca
(PENA i sur., 2005., RUBIO-GUILLEN i sur., 2007., QUINTERO-MORENO i sur., 2007.,
VALVERDE i sur., 2016., ZURA ZAJA i sur., 2018., ZURA ZAJA i sur., 2024.).

Morfometrija spermija definirana je kao metoda mjerenja dimenzija spermija
(povrsina glave, povrSina i duljina srediSnjeg dijela, duljina repa i sveukupna duljina spermija
(um)). U evolucijskoj se biologiji jo§ uvijek raspravlja koja je od dvije komponente spermija
znacajnija u kompeticiji spermija tijekom procesa oplodnje jajne stanice. Naime, povecanje
srediSnjeg djela spermija povecava njegovu energiju uslijed poveéanja podrucja u kojem su
smjesteni mitohondriji (GOMENDIO i ROLDAN, 2008.). Nadalje, smatra se da ¢e povecanje
duljine repa spermija povecati njegovu brzinu gibanja, stoga se moze pretpostaviti da ¢e se
povecati 1 postotak njegove gibljivosti. Obje komponente su znacajne u brzini spermija
odnosno njegovog pravovremenog dolaska na mjesto oplodnje unutar Zenskog spolnog
sustava. Dulji rep ¢e povecati brzinu gibanja spermija. S druge pak strane, energija spermija
se stvara u mitohondrijima koji su smjesteni unutar srediSnjeg djela. Vise je energije potrebno
za brze spermije. Pozitivna korelacija izmedu duljeg repa 1 srediSnjeg djela spermija moze

pozitivno utjecati na dugovjecnost spermija. FIRMAN i SIMMONS (2010.) navode da je

25



veli¢ina srediSnjeg dijela prediktor brzine gibanja spermija Mus musculus domesticus.
Razli¢ite rezultate su ustvrdili MALO 1 sur. (2006.) koji su pronasli negativnu korelaciju
izmedu duljine sredi$njeg dijela i brzine gibanja spermija u jelena (Cervus elaphus). Rezultati
su pokazali da postoji pozitivna korelacija izmedu duljine sredi$njeg dijela i duljine repa s
kompeticijom spermija u Fringillidae, stoga je pozitivan odnos izmedu veliine spermija 1
kompeticije spermija pronaden u Sylviidae (WIBOWOA i sur., 2013.). Empirijski je
dokazano na razli¢itim vrstama da je funkcija spermija povezana s njegovom morfometrijm,
Sto ukljucujuéi povrsinu glave, sredisnjeg dijela i repa (IMMLER i sur. 2010., SHAHANTI i
sur., 2010.). U bikova se uporaba morfometrijskih pokazatelja glave spermija smatra dobrim
pokazateljem kakvoce sjemena, te se preporucuje kao sastavni dio spermiograma domacih
zivotinja (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007., SOUSA i sur., 2013.).

Iako se ve¢ neko vrijeme uspjesno koriste multivarijantne analize temeljene na analizi
glavnih  komponenti, diskriminacijskoj analizi i analizi grupiranja morfometrijskih
pokazatelja kako bi se proucile dobivene subpopulacije spermija temeljene na
morfometrijskim pokazateljima glave u vise Zivotinjskih vrsta (THURSTON i sur., 2001.,
BUENDIA i sur., 2002., ESTESO i sur., 2006., RUBIO-GUILLEN i sur., 2007., ZURA ZAJA
i sur., 2018., ZURA ZAJA i sur., 2024.), subpopulacija spermija jaréeva obzirom na
cjelokupne morfometrijske pokazatelje kao $to su mjere glave, sredi$njeg dijela i repa nisu
dobivene. Jedna od glavnih funkcija morfologije spermija je zaStita i1 prijenos ocinskog
haploidnog genoma u oocitu. Genetska informacija nalazi se unutar glave spermija i obuhvaca
oko 65 % ukupnog volumena njegove glave (SINHA i sur., 2014.). Prethodna su istrazivanja
ustvrdila da je smanjenje povrSine glave spermija povezano s smanjenom plodnos¢u (BARTH
i sur., 1992.). Nepravilna morfologija spermija vazan je pokazatelj smanjene plodnosti u
muskaraca (KRUGER i sur., 1993.), pastuha (LOVE, 2011.) 1 bikova (NAGY 1 sur., 2013.).
Patoloski oblici glave spermija povezane su s ranim gubitkom embrija, smanjenom plodnoséu
1 kakvo¢om embrija (DE JARNETTE i sur., 1992.) te smanjenom sposobno$¢u vezanja na
jajnu stanicu (KOT 1 HANDEL, 1987.). lako normalna morfologija spermija moze biti
pokazatelj oplodnog potencijala odredenog muzjaka, do sada su se korelacije temeljile na
subjektivnoj analizi. Medutim, poznato je da postoje velike varijacije izmedu tehnicara i
laboratorija u subjektivnoj procjeni svojstava spermija, $to oteZava to¢nu interpretaciju
dobivenih podataka. Uslijed toga implementirani su suvremeni pristupi pomoc¢u ra¢unalno
potpomognute analize slike kojima se rjeSava subjektivnost, poboljSava ponovljivost i
povecava osjetljivost. Objektivna je procjena spermija vrlo znacajna kako bi se osigurali

kvalitetni spermiji koji se koriste za umjetno osjemenjivanje (SINHA i sur., 2014.). Ponekad
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je potrebno razmotriti i druge aspekte fiziologije i morfologije spermija, koji mogu utjecati na
njihovu sposobnost aktivnog gibanja kroz Zenski spolni sustav. U mnogih je vrsta, prva
prepreka cervikalna sluz, koja dopusta prolazak u maternicu samo progresivno gibljive
spermije s normalnom morfologijom i kroz koju se progresivno gibaju (uz pomo¢ kontrakcija
miometrija) do jajovoda, gdje ¢e do¢i do oplodnje (DRUART, 2012.).

U pokusajima oponasanja prethodno navedenog procesa in vivo selekcije, razlicite
metode odabira spermija rutinski se koriste u in vitro protokolima, kao $to je in vitro oplodnja
ili izdvajanje spermija, kako bi se uzorak obogatio morfoloski normalnim i gibljivim
spermijima (MORTOM i sur., 2006.). Tijekom tog procesa odabrani su ne samo morfoloski
normalni i progresivno gibljivi spermiji, nego se in vito muske zametne stanice podvrgavaju i
fizioloskim promjenama, nazvanim kapacitacijom, a koja je temeljni preduvjeti za stjecanje
funkcionalne sposobnosti spermija da budu podvrgnuti akrosomskoj reakciji i oplode oocitu.
Medutim, jo$ nije u potpunosti poznato kako ti procesi utjeCu na morfologiju spermija,
odnosno jo§ vaznije, nisu poznate morfometrijske karakteristike stanica koje na kraju oploduju
oocite (SKOWRONEK i sur., 2024.). Nedavno GARCIA-VAZQUEZ i sur. (2015.) navode
kako se spermiji nerasta u Zenskom spolnom sustavu odabiru na temelju njihove veli¢ine 1
oblika, te da oni s ve¢om glavom i1 duljim repom dolaze do mjesta oplodnje. Za morfometrijske
promjene spermija tijekom kapacitacije, GARCIA-HERREROS i LEAL, (2015.) navode da
je indukcija in vitro kapacitacije u spermijima bika uzrokovala promjenu morfometrije glave
spermija. Kako su spermiji koji su bili podvrgnuti kapacitaciji pokazivali smanjenje svih
pokazatelja veli¢ine 1 oblika glave spermija, autori su zakljucili da je morfometrija glave
spermija objektivni dijagnosticki alat za procjenu spermija tijekom kapacitacije.

Tijekom gibanja spermija kroz zenski spolni sustav prema mjestu oplodnje, gibljivost
spermija je klju¢na. Nekoliko studija navodi da morfologija spermija i brzina spermija mogu
biti povezane, (MALO i sur., 2006., RAMON i sur., 2013., ROS-SANTAELLA i sur., 2014.),
te da morfologija i brzina gibanja spermija utjeCu na oplodnu sposobnost (MALO 1i sur.,
2005.). Medutim, rezultati su kontradiktorni o tome kako se raznolikost spermija odrazava na
varijacije u brzini spermija (MALO i sur., 2006., MAROTO-MORALES i sur., 2016.). Samo
se nekoliko istrazivanja provelo na istoj vrsti kako bi se izravno proucavale morfologija 1
gibljivost spermija. RAMON 1 sur. (2013.) navode da ejakulati jelena koji sadrze velik
postotak spermija s brzom i linearnom gibljivos¢u imaju male i1 izduzene glave 1 dosezu vecu
plodnost. Izduljena glava spermija moze imati vaznu funkciju tako Sto ¢e takav spermij biti
hidrodinamicki u¢inkovitiji zbog manjeg otpora u gibanju prema naprijed, a §to moze utjecati

na oplodnu sposobnost spermija (MALO i sur., 2005., YANIZ i sur., 2015.). Buduéi da je
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vecina glave spermija ispunjena jezgrom, njezina kompaktnost moze utjecati na oblik glave
spermija. Varijacije u morfometriji glave spermija povezane su s patoloskom strukturom
kromatina u spermijima bika (OSTERMEIER i sur., 2001., VALVERDE i sur., 2016.).
Navode se kontradiktorni podaci o funkciji morfometrije i oplodnih svojstava spermija zbog
toga se preporuca rijeSiti ova pitanja koriste¢i sofisticiranije tehnike koje definiraju koji su
morfometrijski pokazatelji spermija kljuéni za uspjeh u uzgoju Zivotinja (MAROTO-
MORALES isur., 2016.). Normalna morfologija spermija je glavni kriterij u procjeni kakvoce
spermija. Medutim, iako postoje podaci o povezanosti izmedu morfometrijskih karakteristika
i plodnosti spermija, rezultati se uvelike razlikuju i ponekad su opreéni. Osim toga, vise
pozornosti treba usmjeriti na druge strukture spermija izuzev glave. Primjena znanstvenih i
tehnoloskih dostignu¢a mogla bi imati znacaja u istovremenom odredivanju fenotipa sperme
i funkcije sperme. Takva bi tehnologija trebala kombinirati programe opti¢ke i slikovne
analize visoke rezolucije kako bi se povecala to€nost 1 preciznost laboratorijskih ispitivanja,
sa najsuvremenijim statistickim metodama koje omogucuju analizu velikih koli¢ina podataka

dobivenih suvremenom tehnologijom (MAROTO-MORALES i sur., 2016.).

3.  OBRAZLOZENJE TEME

Ejakulat domacih Zivotinja heterogene je prirode, sastavljeno od subpopulacija spermija
koje se razlikuju po morfoloskim, fizioloskim, kinetickim i funkcionalnim svojstvima. Razlike
u gradi glave, srediSnjeg dijela i repa spermija, kao i udio pojedinih subpopulacija u ejakulatu,
povezane su sa smanjenom plodnos¢u muzjaka, ranom embrionalnom smrtnosti i u¢inkovitosti
skladiStenja sjemena. Premda se morfometrijska obiljezja spermija intenzivno istrazuju kod

mnogih domacih Zivotinja, podaci o povezanosti morfometrijskih karakteristika
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smrznutih/odmrznutih spermija jar¢eva i njihovih subpopulacija s pokazateljima kakvoce
sjemena jo$ uvijek nisu dostupni.

Procjena kakvoce sjemena klju¢na je za uspjeSnost umjetnog osjemenjivanja, osobito u
uzgoju jaréeva gdje je cilj osigurati optimalnu proizvodnju potomstva. Postizanje visoke
plodnosti muzjaka ovisi o razumijevanju morfometrijskih svojstava spermija, poput povrsine i
oblika glave, duljine srediSnjeg dijela i repa te njihovih medusobnih odnosa. S obzirom na to
da su navedena svojstva usko povezana s funkcionalnim sposobnostima spermija, istrazivanje
ovih karakteristika moze omoguciti razvoj pouzdanih metoda za procjenu plodnosti i kakvoce
sjemena.

Cilj ovog istrazivanja jest bila identificirati i kvantificirati morfometrijske pokazatelje
smrznutih/odmrznutih spermija jarceva te uz primjenu naprednih statistickih metoda definirati
njihove subpopulacije. Nadalje, namjera je bila utvrditi postoji li povezanost izmedu
subpopulacija spermija 1 klju¢nih kinetickih pokazatelja kakvoce sjemena.

Ocekivani rezultati ovog istraZivanja pruZzit ¢e temelj za izradu standardiziranih
protokola za procjenu kakvoée odmrznutoga sjemena jaréeva, ¢ime bi se znac¢ajno unaprijedila
ucinkovitost postupaka umjetnog osjemenjivanja. Takoder, rezultati bi mogli doprinijeti
poboljSanju uzgojnih programa kroz povecanje plodnosti i proizvodne u¢inkovitosti muzjaka,
¢ime bi se osigurala ve¢a ekonomska isplativost u proizvodnji jarceva.

Temeljitom analizom povezanosti morfometrijskih obiljezja spermija 1 njithovih
funkcionalnih svojstava, ovo istrazivanje ima potencijal unaprijediti postojece metode procjene
plodnosti rasplodnjaka, osiguravajuéi tako bolje razumijevanje fiziologije spermija i njihova

utjecaja na reproduktivni uspjeh.

Hipoteza istrazZivanja

Pretpostavka istrazivanja je da postoji povezanost izmedu morfometrijskih pokazatelja
spermija (povrsina, duljina i Sirina glave i sredi$njeg dijela spermija, duljina repa i spermija,
pravilnost, naboranost, elipti¢nost 1 elongacija glave spermija) s kinetickim pokazateljima
odmrznutoga sjemena jarCeva. Ocekuje se 1 povezanost dobivenih subpopulacija spermija s

pojedinim kinetickim pokazateljima kakvo¢e odmrznutoga sjemena.
Opdi cilj

Cilj je ovog istrazivanja istraziti povezanost morfometrijskih svojstava spermija jarceva s

kinetickim pokazateljima kakvoce odmrznutoga sjemena.
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Specificni ciljevi:
e odrediti morfometrijske pokazatelje odmrznutih spermija jarCeva
e odrediti kineti¢ke pokazatelje kakvoce odmrznutoga sjemena
e suvremenim statistickim metodama odrediti subpopulacije spermija temeljem
morfometrijskih pokazatelja spermija i pokazatelja brzine gibanja spermija

e istraziti medusobnu povezanost prethodno navedenih pokazatelja.
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4. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

Provodenje ovog istrazivanja odobrilo je Fakultetsko vije¢e Veterinarskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu na prijedlog Povjerenstva za etiku u veterinarstvu (23. sje¢nja 2019.;

klasa: 640-01/19-17/02; ur.broj: 251-61-44-19-02.

4.1. ZIVOTINJE, SMJESTAJ I HRANIDBA

U istrazivanju je sudjelovalo 12 klinicki zdravih jaréeva pasmine francuska alpina,
starosti od 1,5 do 4 godine, tjelesne mase izmedu 40 1 60 kg. Jarcevi su bili smjesteni na tri
obiteljske farme, po Cetiri jarca na svakoj farmi, na podrucju Veterinarske stanice d.d.
Varazdin, podru¢ne ambulante Jalzabet. Sve farme nalazile su se unutar 5 km jedna od druge,

a svaka je imala oko 60 koza iste pasmine, koje su bile smjestene odvojeno od jarceva (Slika

4.1.).

T ‘i"i

i

Slika 4.1. Jarcevi drzani zasebno od koza (fotografirao dr. sc. Velimir Berta, dr. vet. med.).

Zivotinje su bile drzane u istim bioklimatskim uvjetima, s prirodnim osvjetljenjem i
podovima prekrivenim slamom. Jar¢evi su bili u dobrom reproduktivnom stanju, s prosje¢nom
koncepcijom koza od 92,5 + 10,6 % u prethodnoj sezoni parenja i prosje¢nim brojem jaradi od
1,5 £ 0,2 po kozi.

Hranidba jaréeva na farmama bila je jednaka, jer su sve farme funkcionirale kao

obiteljska gospodarstva za uzgoj mlije¢nih koza. Jarevi su svakodnevno dobivali livadno
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sijeno i oko 1 kg smjese, koja je sadrzavala 25 % kukuruza, 20 % jeéma, 15 % pSenice, 15 %
zobi, te 23 % komercijalne krmne smjese ,,KzO-Do“ i 2 % smjese ,,Ko-vi dar” bogate
vitaminima i mineralima. Imali su neograni¢en pristup mineralnim blokovima (sol) i vodi. Pola
dnevne porcije hrane dobivali su otprilike 1,5 sat prije uzimanja ejakulata, a ostatak 12 sati

kasnije.

Tablica 1. Sastav smjese za ishranu jarceva.

Dopunska krmna smjesa Dopunska krmna smjesa
"KzO-Do" "Ko-vi dar™*
sirove 30 % kalcij 29,9 %
bjelancevine fosfor 305
natrij 2%
sirova vlakna 20,9 % magnezij 2%
bakar 8,32 mg
cink 113 mg
sirova mast 1,7 % jod 1,15 mg
zeljezo 75 mg
magnezij 75 mg
pepeo 10,9 % selen 0,23 mg
vitamin A 28800 1J
vitamin D 2950 1J
natrij 0,7 % vitamin E 29 mg
niacin 150 mg
metionin 800 mg
antioksidansi 11300
mg

Sastojci navedeni u 1 kilogramu dopunske krmne smjese

4.2. DIZAIJN POKUSA 1 POSTUPCI SA ZIVOTINJAMA
Istrazivanje se provodilo izvan rasplodne sezone, od pocetka ozujka do kraja svibnja
2016. godine, u trajanju od 12 tjedana. Po¢etkom sezone parenja (rujan i listopad 2015. godine),
te neposredno prije pocetka istrazivana, jar€evima je viSe puta uziman ejakulat umjetnom
vaginom kako bi se navikli na postupak i osobu koja ga provodi.
Tijekom istrazivanja, jar¢evima se jednom tjedno u jutarnjim satima uzimao ejakulat.
Ukupno je za potrebe istrazivanja nasumi¢no odabrano 30 ejakulata. Za poluc¢ivanje ejakulata

na svakoj farmi estrus je induciran kod dvije koze koje su sluzile kao fantom. Koristio se
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standardni protokol sinkronizacije estrusa: intravaginalna aplikacija spuzvice s progestagenom
(40 mg; Fluorogestone acetate-FGA, Chronogest®, Intervet, Francuska) u trajanju od 11 dana,
intramuskularna aplikacija prostaglandina (PGF2a) (75 pg; Estrumate®, Shering-Plough,
Francuska) i1 konjskog korionskog gonadotropina (eCG) (400 IJ; Folligon®, Intervet,
Nizozemska) 48 sati prije vadenja spuzvice. Estrus je detektiran 24 do 30 sati nakon vadenja

spuzvice.

4.3. POLUCIVANIJE I POSTUPAK SA EJAKULATOM
4.3.1. POLUCIVANJE EJAKULATA

Ejakulat se svakom jarcu uzimao jednom tjedno pomocu umjetne vagine, a postupak je
uvijek provodila ista osoba na koju su jarcevi bili naviknuti (slika 4.2.). Kako bi se dobio veci
volumen sjemene plazme, ejakulat je svakom jarcu uziman dvaput zaredom, s razmakom ne
duljim od 15 minuta, tijekom tjednog prikupljanja. KoriStene su standardne umjetne vagine za
jarceve, ali je za potrebe pokusa vanjska tvrda guma i unutarnja mekana guma skracena za oko
4 cm, kao i ljevkasti gumeni nastavak izmedu vagine i spermohvataca (slika 4.3.). Ove
prilagodbe napravljene su kako bi se izbjegao kontakt ejakulata s unutarnjom gumom i
lijevkom umjetne vagine, ¢ime se omogucilo prikupljanje vece koli¢ine ejakulata izravno u
spermohvata¢ i smanjilo vrijeme potrebno za spuStanje ejakulata sa stijenki vagine u

spermohvatag.
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Slika 4.2. Prikupljanje ejakulata od jarca uz prisustvo koze u estrusu (preuzeto od BERTA,
2019.)

Slika 4.3. Komponente prilagodene (skracene) umjetne vagine za jarca (preuzeto od BERTA,
2019.)
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Za prikupljanje ejakulata koriStene su sterilne staklene graduirane epruvete kapaciteta
15 mL (slika 3.). Umjetne vagine su pripremljene unaprijed i napunjene vodom zagrijanom na
vise od 55 °C kako bi se osigurala unutarnja temperatura izmedu 41 °C i 43 °C. Spermohvataé
je bio omotan crnom spuzvastom navlakom kako bi se ejakulat zastitio od temperaturnog Soka
i svjetla nakon prikupljanja (slika 4.5.).

Prilikom svakog skoka jarca, libido muzjaka je bodovan ocjenama od 1 do 5, prema
sljede¢im kriterijima: 1 = jarac ne pokazuje nikakav interes za kozu u estrusu; 2 = jarac
pokazuje interes tek kad se nade u neposrednoj blizini koze, njuska je, ali ne pokusava je
zaskociti; 3 = jarac pokazuje interes kad dode blizu koze, njuska je 1 pokuSava je zaskociti, ali
mu je potrebno puno vremena; 4 = jarac prilazi kozi, kratko je njuska, savija leda i brzo skace;
5 =jarac pokazuje interes ve¢ dok vidi kozu u odjeljku i u nekoliko sekundi skace bez pripreme

nakon $to izade iz odjeljka.

Slika 4.4. Spermohvatac¢ (preuzeto od BERTA, 2019.)

Slika 4.5. Umjetna vagina pripremljena za jarca (preuzeto od BERTA, 2019.)

4.3.2. OPREMA ZA POLUCIVANJE I POSTUPAK SA EJAKULATOM

Kako bi se s ejakulatom moglo odmah postupati nakon prikupljanja na farmi, napravljen

je modificirani prijenosni laboratorij (slika 4.6.) koji se sastojao od:
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. Kutije za prijenos umjetnih vagina s ugradenim grijacem i termostatom, koja sprjecava
hladenje pripremljenih umjetnih vagina (slika 4.7.).

Prijenosnog hladnjaka za transport ejakulata.

3. Prijenosnog inkubatora podesenog za odrzavanje temperature od 21 °C (slika 4.8.).

. Centrifuge za centrifugiranje sadrzaja u Eppendorf epruvetama pri sobnoj temperaturi,
zasti¢ene od svjetlosti (slika 4.9.).

. Binokularnog mikroskopa ,Axiostar Plus® (Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Gottingen, Njemacka) s grijaCem za spermije.

. Fotometra ,,Accucell photometer tip 60CI0394“ (IMV Technologies, Normandija,
Francuska) za odredivanje koncentracije spermija u ejakulatu.

Kutije s umjetnim vaginama.

Prijenosnog seta za bojenje prema Bloom-u i Farelly-ju te ostale sitne opreme.

Slika 4.6. Oprema prijenosnog laboratorija za prikupljanje, ocjenu ejakulata i odvajanje
sjemene plazme
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Slika 4.7. Kutija za prijenos umjetnih vagina s ugradenim grijacem i termostatom (preuzeto
od BERTA, 2019.)

Slika 4.8. Prijenosni inkubator za odrzavanje optimalne temperature (preuzeto od BERTA,
2019.)

Slika 4.9. Centrifuga za Eppendorf epruvete (preuzeto od BERTA, 2019.)
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4.4. OCJENA EJAKULATA PRIJE SMRZAVANJA SPERMIJA
U istrazivanje su bili ukljuceni samo oni ejakulati koji su zadovoljavali minimalne
kriterije kakvoée sjemene rasplodnih jaraca. Nakon dobivanja ejakulata, odmah se mjeri
volumen pomocu graduiranog spermohvataca. Ejakulat se zatim prenosi u Eppendorf epruvetu
s konusnim dnom. Iz epruvete se uzima 10 pL ejakulata za odredivanje koncentracije, dok se

po kapljica ejakulata koristi za procjenu gibljivosti i bojenje prema Bloom-u i Farelly-ju.

4.4.1. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE EJAKULATA

Koncentracija spermija u 1 mL ejakulata mjeri se pomocu elektronskog brojaca
,Accucell photometer tip 60C10394 (IMV technologies, Normandija, Francuska). Uredaj je
prethodno kalibriran i podesen za brojanje spermija jar¢eva. Nakon uzimanja ejakulata, pipetira
se 10 pL sjemena i razrijedi u kiveti s 990 pL 0,9%-tne otopine NaCl-a. Ukupan broj spermija
u ejakulatu izraCunava se mnozenjem volumena s koncentracijom spermija u 1 mL ejakulata,
dok se ukupni funkcionalni broj spermija (engl. TFSF - total functional sperm fraction)
izracunava prema sljedecoj formuli: TFSF = ukupan broj spermija u ejakulatu x gibljivi

spermiji x spermiji normalne morfologije (RAMADAN i sur., 2009.).

4.4.2. ODREDIVANJE GIBLJIVOSTI SPERMIJA

Gibljivost spermija procjenjuje se u nativnom ejakulatu na dva nacina koristeci
binokularni mikroskop s ugradenim spermotermom ,,Axiostar Plus* (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Goéttingen, Njemacka). Pipetira se kapljica ejakulata od 10 pL i stavlja na prethodno
zagrijanu predmetnicu. Procjena masovnog gibanja spermija obavlja se pod povec¢anjem od
100 x, a ocjena je izrazena brojem od nula do ¢etiri plusa (0 - potpuno mirovanje; + slabo
valovito gibanje; ++ valovito gibanje; +++ jako valovito gibanje; ++++ vihorenje s izmjenama
tamnijih i svjetlijih pruga). Nakon toga, kapljica ejakulata se prekriva staklenom pokrovnicom
1 pod povecanjem od 200 x na istom mikroskopu procjenjuje se gibljivost spermija u

postotcima (%).

4.4.3. OCJENA VITALNOSTI SPERMIJA U EJAKULATU

Za procjenu postotka Zivih i mrtvih spermija u ejakulatu koriSten je postupak
supravitalnog bojenja prema Bloom-u s upotrebom eozina i nigrozina. Mala kapljica ejakulata
se na zagrijanoj i odmasc¢enoj predmetnici pomijesa s vecom kapljicom zagrijanog eozina, a

zatim s dvostruko ve¢om kapljicom zagrijanog nigrozina. Takva kapljica se ravnomjerno rasiri
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po predmetnici i1 ostavi da se osusi. Mrtvi spermiji, s oSte¢enom stanicnom membranom,
obojeni su eozinom i pojavljuju se crvenom bojom pri mikroskopiranju, dok zivi spermiji
ostaju bijeli, a njihova vidljivost poboljsava kontrast nigrozina. Osu$eni preparati se pohranjuju
u kutijicu za predmetna stakla, a postotak zivih spermija (%) procjenjuje se sljede¢i dan u
Centru za umjetno osjemenjivanje ,,Varazdin“ koriste¢i binokularni mikroskop ,,Olympus
BX50F“ (Olympus, Tokyo, Japan) pod poveéanjem od 200 x. Za procjenu vitalnosti
pregledano je najmanje 200 spermija.

4.4.4. MORFOLOSKA OCJENA SPERMIJA U EJAKULATU

Udjel (%) morfoloski normalnih i patoloskih oblika spermija odreduje se pomocu
bojenja prema Farelly-ju s komercijalnim kompletom (Minitube, Tiefenbach, Njemacka).
Kapljica ejakulata se na odmaséenoj predmetnici ravnomjerno rasiri i osusi. Predmetnica s
osusenim ejakulatom uranja se u otopinu za fiksaciju razmaza (otopina A) na 10 sekundi, zatim
u otopinu anilinskog modrila (otopina B) na 20 sekundi, a nakon ispiranja vodom u otopinu
gencijan ljubicaste boje (otopina C) na 5 sekundi. Nakon zadnje otopine, predmetnica se dobro
ispire vodom 1 ostavlja da se osusi 12 sati. Spermiji su obojeni plavo-ljubi¢astom bojom koja
omogucuje diferencijalnu vizualizaciju glave, akrosoma, ekvatorijalnog i srediSnjeg dijela te
repa spermija. OsuSeni preparati se pohranjuju u kutijicu za predmetna stakla, a postotak
morfoloski normalnih 1 patoloskih spermija procjenjuje se sljede¢i tjedan u Centru za umjetno
osjemenjivanje ,,Varazdin“ koriste¢i fazno-kontrastni mikroskop ,,Olympus BXS50F“
(Olympus, Tokyo, Japan), prvo pod srednjim povecCanjem, a potom pod imerzijom
(povecanjem od 1000 x). Za ocjenu udjela morfoloski normalnih 1 patoloskih oblika glave i

repa spermija pregledano je najmanje 200 spermija po preparatu.

4.5. SMRZAVANJE EJAKULATA

Nakon izdvajanja sjemene plazme, talog spermija u Eppendorf epruveti se pomijeSao
sa sintetskim razrijedivacem za sjeme (bez Zzumanjka) AndroMed® (Minitube, Njemacka, Ref.
13503/1200) na sobnoj temperaturi i polako mijesao dok se talog nije odvojio od dna epruvete.
Spermiji su se razrjedili s 10 mL razrijedivaca u vecoj sterilnoj plasti¢noj epruveti i pohranjuju
prvo u transportni hladnjak, a zatim, nakon odlaska s farme, u obi¢ni hladnjak (+4 °C) na
daljnje hladenje kroz 24 sata prije smrzavanja u Centru za umjetno osjemenjivanje ,,Varazdin®.
Nakon 24 sata, pajete se iz hladnjaka premjeStaju na metalne rampe za duboko smrzavanje.

Rampe sa sjemenom se prebacuju u uredaj za automatsko duboko smrzavanje sjemena
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(DIGITCOOL 5300, serija: AD12211/D, INSTRUMENTS DE MEDICINE VETERINAIRE,
FRANCE) na temperaturu od +4 °C. Pajete se ostavljaju 10 minuta za stabilizaciju temperature
prije pocCetka smrzavanja. Smrzavanje traje 7 minuta do temperature od -133 °C, uz slijedeci
pad temperature po minutama: 0 min = +4 °C; 1 min = -2 °C; 2 min = -6 °C; 3 min = -17 °C;
4 min =-58 °C; 5 min =-100 °C; 6 min =-115 °C; 7 min =-133 °C. Oznacene pajete (40 pajeta
po ejakulatu) ru¢no se prebacuju iz rampe u goblete s teku¢im dusikom (-196 °C) i pohranjuju

u kontejner s teku¢im dusikom do analize.

4.5.1. OCJENA EJAKULATA NAKON OTAPANJA

Uzorci smrznutih ejakulata analizirani su u Naucnom institutu za veterinarstvo u
Novom Sadu, Srbija. Otapanje duboko smrznutih ejakulata izvedeno je naglim uranjanjem
pajete u vodenu kupelj (+38 °C) kroz 30 sekundi. Pajete su potom obrisane filter papirom, a

oznaka pajete je oCitana.

4.5.1.1. CITOLOSKO ISPITIVANIJE EJAKULATA

Nakon otapanja, dio ejakulata iz pajete je uzet za citoloSko-morfolosku analizu. Za ovu
analizu pripremljeni su preparati za direktnu mikroskopiju koriste¢i supravitalno bojenje prema
Hancock-u (Hancock 2: tripan modrilo/eozin-nigrozin). Boja je pripremljena prokuhavanjem
0,67 g eozina, 0,2 g tripan modrila i 10 g nigrozina u 100 mL vode. Kapljica ejakulata
pomijeSana je s jednakom kapljicom boje na zagrijanom predmetnom staklu, a zatim je
staklenim Stapi¢em napravljen razmaz koji se osusi na spermotermu. Razmasci su analizirani
pomoc¢u fazno-kontrastnog svjetlosnog mikroskopa (Olympus, Japan) s imerzijom pod
povecanjem od 1000 x. Analizom su odredeni odnos Zivih 1 mrtvih stanica, stanje intaktnih 1
oSte¢enih akrosoma spermija, prisutnost protoplazmatskih kapljica, te postotak primarnih,

sekundarnih i ukupnih patoloskih oblika spermatozoida (BARTH i OKO, 1989.).

4.5.1.2. KOMPJUTERSKI POTPOMOGNUTA ANALIZA EJAKULATA - CASA
Kompjuterski potpomognuta analiza ejakulata provedena je pomocu aparata ISAS
Proiser, model V.1.2., Spanija. Uzorak odmrznutog sjemena (5 pL) nanesen je na leje-
komorice (Proiser, Valencija, Spanija) dubine 20 um koje su postavljene na grijano postolje
mikroskopa. Nakon prestanka pasivnog gibanja spermija, snimljeno je svih sedam polja
komorice. Program je bio podeSen za analizu 25 slika u sekundi, a ukupna ekspozicija trajala

je 2 sekunde (ukupno 50 sekvenci). Analizom su odredeni sljedeci pokazatelji:
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Krivolinijska brzina (engl. VCL - Curvilinear Velocity): izraZzena u um/s, predstavlja

prosjecnu brzinu spermija na njegovoj krivolinijskoj putanji,

Pravolinijska brzina (engl. VSL - Straight-Line Velocity): izrazena u um/s, predstavlja
prosjecnu brzinu spermija na pravolinijskoj putanji (putanja koja spaja prvu i posljednju

slikanu poziciju spermija);

Prosjecna brzina (engl. VAP - Average Path Velocity): izrazena u pm/s, predstavlja
prosjeCnu brzinu spermija na njegovoj prosjecnoj putanji (putanja izraCunata

algoritmom CASA uredaja, koja ispravlja krivolinijsko gibanje spermija);

Amplituda lateralnog otklona glave (engl. ALH - Amplitude of Lateral Head
Displacement): izraZena u um, predstavlja amplitude lateralnog pomaka glave spermija

u odnosu na prosjecnu putanju,

Indeks linearnosti (engl. LIN - Linearity): izrazen u %, predstavlja linearnost

krivolinijske putanje i izraCunava se kao omjer pravolinijske i1 krivolinijske brzine

(VSL/VCL);

Indeks oscilacije (engl. WOB - Wobble): izrazen u %, predstavlja stupanj oscilacije

prave putanje u odnosu na prosjecnu putanju spermatozoida, a izraCunava se kao omjer

prosjecne 1 krivolinijske brzine (VAP/VCL);

Pravolinijski indeks (engl. STR - Straightness): izraZzen u %, predstavlja linearnost na

prosjecnoj putanji, a izraCunava se kao omjer pravolinijske 1 prosjecne brzine

(VSL/VAP);

Frekvencija prelaska pravolinijske putanje (engl. BCF - Beat Cross Frequency):
izrazena u Hz, predstavlja prosjeCan broj prelazaka krivolinijske putanje preko

pravolinijske putanje u sekundi.
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Slika 4.11. Standardna terminologija pokazatelja mjerenih kompjuterski potpomognutom
analizom spermija. VCL (engl. Curvilinear Velocity) - Krivolinijska brzina; VSL (engl.
Straight-Line Velocity) - Pravolinijska brzina; VAP (engl. Average Path Velocity) - Prosje¢na
brzina; ALH (engl. Amplitude of Lateral Head Displacement) - Amplituda lateralnog otklona

glave; BCF (engl. - Beat Cross Frequency) - Frekvencija prelaska pravolinijske putanje

4.6. POSTUPAK BOJENJA RAZMAZA EJAKULATA ZA MORFOMETRIJSKU
ANALIZU SPERMUJA
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Odmrznuto sjeme jarCeva koristilo se za izradu razmaza na stakalcu te za bojanje
metodom Spermac gotovim reagensima (Minitube, Tiefenbach, Njemacka), dijagnostickom
tehnikom koja se uobicajeno primjenjuje za vizualizaciju glave, akrosoma, ekvatorijalnog
podrucja, srediSnjeg dijela i repa spermija, kako bi se identificirale moguce morfoloske
abnormalnosti navedenih struktura. Tanki razmaz nacinjen je na prethodno ocis¢enom i
odmas¢enom stakalcu, koje je potom uronjeno u fiksator na 5 minuta. Nakon fiksacije, stakalca
su suSena na grija¢oj ploc¢i pri temperaturi od 37 °C tijekom 15 minuta. Zatim su stakalca
ispirana destiliranom vodom, nakon ¢ega je provedeno bojanje prema sljede¢im koracima: a)
uranjanje razmaza u 50 mL crvene otopine (Spermac A) na 1 minutu, b) ispiranje destiliranom
vodom, ¢) uranjanje u 50 mL blijedozelene otopine (Spermac B) na 1 minutu, d) ispiranje
destiliranom vodom, e) uranjanje u 50 mL tamnozelene otopine (Spermac C) takoder na 1
minutu, te f) zavrSno ispiranje destiliranom vodom. Nakon bojanja, preparati su osuseni na

grijacoj ploci pri temperaturi od 37 °C.

4.7. MORFOMETRIJSKA ANALIZA SPERMIJA

Racunalna analiza slika provedena je na osobnom racunalu uz pomo¢ programa
»,SFORM* (VAMSTEC, Zagreb, Hrvatska). Ovaj sustav koristi visoko-rezolutnu boju kameru
(Donpisha 3CCD) za digitalizaciju slika sa svjetlosnog mikroskopa Olympus BX 41 pri
povecanju od 40x, koje se zatim prenose na racunalo. Morfometrijska analiza spermija jar¢eva
provedena je na obojenim razmazima pomocu metode prema Spermac metodi, koja omogucuje
prikaz sredi$njeg dijela repa spermija. Analizirano je ukupno 30 obojana razmaza sa 100
spermija na svakom razmazu, §to ukupno iznosi 3000 spermija. U analizu su ukljucene samo
glave spermija koje se nisu preklapale s drugim spermijima ili necistocama, te repovi koji nisu
bili presavijeni. Granice glave, srediSnjeg dijela i repa spermija oznacene su interaktivno uz
pomo¢ rac¢unarskog misa (Slika 4.12.).

Za glavu i srediS$nji dio spermija izmjerene su sljedece karakteristike: povrSina (um?),
opseg (um), minimalni 1 maksimalni polumjer (um), duljina 1 Sirina (um). Za rep spermija
mjerena je samo duljina u mikrometrima. Pokazatelji oblika glave spermija izra¢unati su prema
HIDALGO 1 sur. (2005.), uklju€ujuci: pravilnost (engl. regularity; m x duljina x Sirina / 4 x
povrsina), naboranost (engl. rugosity; 4m x povrSina / opseg?), elipticnost (engl. ellipticity;
duljina / Sirina) i elongacija (engl. elongation; (duljina — §irina) / (duljina + Sirina)). Takoder
su izraCunati ukupna duljina spermija (duljina glave + duljina repa), kao i razli¢iti omjeri

primarnih pokazatelja: duljina glave u odnosu na duljinu spermija, duljina glave u odnosu na
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duljinu repa, duljina repa u odnosu na duljinu spermija, opseg glave u odnosu na duljinu

spermija, povrSina glave u odnosu na duljinu spermija, 1 duljina glave x Sirina glave u odnosu

na duljinu spermija.

S S ¥
Slika 4.12. Morfometrijska analiza spermija jarCeva na osobnom racunalu koriStenjem

programa ,,SFORM* (VAMSTEC, Zagreb, Hrvatska)
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Slika 4.13. Sustav za morfometrijsku analizu stanica

4.8. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

StatistiCki podatci analizirani su pomocu programskog paketa SAS 9.4 (Statistical
Analysis Software 2002-2012 by SAS Institute Inc., Cary, SAD). Deskriptivna statistika
morfometrijskih i kinetickih podataka napravljena je pomo¢u modula PROC MEANS i PROC
FREQ. Kako bi se smanjio utjecaj ekstremnih vrijednosti izraCunate su ,,trimmed i winsorized*
srednje vrijednosti pomocu procedure UNIVARIATE kao deskriptivna statistika.

Koristena su tri glavna modela statisticke analize. Prvi model bio je multivarijatna
regresijska linearna analiza (MRLA) koja je radena pomo¢u REG procedure. Prije same analize
izvrSen je odabir varijabli koje ulaze u kona¢ni model pomocu prilagodenog koeficijenta
determinacije (R2). Osim pojedinih morfometrijskih varijabli, u ovaj model, ukljucivale su se
i glavne komponente odnosno faktori sacinjeni od najvaznijih morfometrijskih pokazatelja za
svaki faktor (F1 — F5). Osim ukupne znacajnosti modela te pojedinacne statisticke znacajnosti
testirao se 1 faktor inflacije varijance (VIF) radi dokazivanja da regresori medusobno ne

koreliraju. Ako je VIF >10, postoji kolinearnost te se u tom slucaju rezultati nisu prihvacali
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iako su statistiCki znacajni. Za svaki parametar procjenjen je standandizirani beta koeficijent
(B) koji je uzet u obzir samo u slucaju statisticke znacajnosti (p<0,05) kako bi se usporedila
snagu ucinka svake pojedinacne nezavisne varijable sa zavisnom varijablom. Rezultati u
tablicama su izrazeni prilagodenim faktorom determinacije, faktorom inflacije 1
standandiziranim beta koeficijentom na razini statisticke znacajnosti P<0,05.

Drugi koristeni model bio je multivarijatna naliza varijance (MANOVA) koja je radena
pomoc¢u GLM procedure temeljene na kriteriju Wilksove lambde. Isto tako, prije analize
izvrSen je odabir varijabli upotrebom postepenog odabira (stepwise selection) GLMSELECT
procedure. Prije analize izvrSeno je grupiranje svakog kinetickog parametra tako da bi se
izraCunala srednja vrijednost parametra te se od te vrijednosti napravila podjela na grupu s
veéim i grupu s manjim vrijednostima. Ponekad su se podjele grupa zbog specifi¢nosti analize
radile prema odredenim formulama koriste¢i nekoliko kinetickih pokazatelja zajedno. U svrhu
analize trodimenzionalne putanje spermija konvertiranjem dvodimenzionalne putanje,
izraunata je Z — os pomoc¢u matematicke formule VCL / (BCF /2 x ALH). Rezultati su izrazeni
kao srednje vrijednosti najmanjih kvadrata (LSM - least squares means) i standardna pogreska.
Za usporedbu srednjih vrijednosti koriStena je Tukey-Kramer-ova metoda visestrukih
usporedbi na razini statistiCke znacajnosti P<0,05.

Tre¢i koriSteni model bio je multivarijatna analiza grupiranja temeljena na analizi
glavnih komponenata u nekoliko koraka. Prije same analize, pomocu pokazatelja glave
spermija (duljina, Sirina, povrsina i opseg), izraCunata su Cetiri sekundarna pokazatelja oblika
glave spermija: elipti¢nost = duljina/Sirina; elongacija = [(duljina — $irina)/(duljina + §irina)];
naboranost = [4n X povrSina/opseg2]; pravilnost = [n x duljina x §irina/4 x povrSina]. U prvom
koraku ucinila se analiza glavnih komponenata (PROC FACTOR) kako bi se dobile
karakteristi¢ne vrijednosti (eigenvalues) morfometrijskih pokazatelja pomocu Kaiserov-0g
kriterija (A> 1) kako bi se odredio broj glavnih komponenata. U drugom koraku pomocu
»aligned box“ vrijednosti u HPCLUS proceduri odreden je broj grupa ili subpopulacija
spermija. U tre¢em koraku da bi se bolje interpretirali podatci dobivenih subpopulacija
spermija ucinjena je postupna diskriminacijska analiza (PROC STEPDISC) 1 testiranje
netipi¢nih vrijednosti (PROC FASTCLUS). Zavrsna analiza bila je testiranje razlika u
distribuciji subpopulacija spermija izmedu skupina pomoc¢u Hi-kvadrat testa u proceduri
FREQ. Rezultati su izrazeni kao postotci na razini statisticke zna¢ajnosti P<0,05. Svi grafikoni

nacinjeni su pomocu procedure SGPLOT u rezoluciji od 300 dpi.
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5. REZULTATI

5.1. DESKRIPTIVNI PODATCI RAZLICITIH POKAZATELJA BRZINE 1 GIBANJA
SPERMIJA

U tablici 1. prikazani su deskriptivni podatci pokazatelja brzine i gibanja spermija

jarCeva nakon otapanja dobivenih kompjuterskom analizom spermija (CASA). Najveci

koeficijent varijacije imali su prosje¢na brzina spermija na pravolinijskoj putanji (VSL) i

prosjecna brzina spermija na njegovoj prosjecnoj putanji (VAP) Sto je u biti izracunata

vrijednost CASA-e.

Tablica 5.1. Deskriptivni podatci razli¢itih pokazatelja brzine i gibanja spermija jarCeva

pasmine francuska alpina nakon otapanja.

. Minir_nalne Donji i Koeficijent
Parametri S_r_ednja Medijan Stangarc_i_na ! gornji varijacije
vrijednost devijacija ma_ksmaln_e kvartil (%)
vrijednosti

VCL 93,0 91,6 14,5 64,4-116,9 78,5-107,1 15,6
VSL 50,0 49,7 12,9 26,1-72,2  40,6-61,1 25,8
VAP 67,1 65,9 17,0 38,0-97,2  51,1-82,9 25,3
LIN 60,0 54,6 8,3 34,3-66,5  46,6-59,8 15,7
STR 74,5 74,3 5,0 61,1-82,1  70,8-79,3 6,8
wWOB 71,0 71,3 9,3 48,5-83,4  64,9-79,9 13,0
ALH 3,1 3,1 0,3 2,3-39 2,8-3,1 11,3
BCF 9,7 9,7 15 7,0-12,5 8,1-11,2 16,2

VCL - prosjeéna brzina spermija na njegovoj krivolinijskoj putanji; VSL - prosje¢na brzina spermija na njegovoj
pravolinijskoj putanji; VAP - prosjeéna brzina spermija na njegovoj prosje¢noj putanji; LIN - linearnost
krivolinijske putanje spermija (VSL/VCL); STR - pravocrtnost putanje spermija (VSL/VAP); WOB - stupanj
oscilacije stvarne putanje spermija u odnosu na prosjecnu putanju spermija (VAP/VCL); ALH - lateralni otklon
glave u odnosu na prosjecnu putanju spermija; BCF - prosjecan broj prelazaka krivolinijske putanje preko

pravolinijske putanje spermija

U tablici 5. 2. prikazane su medusobne korelacije pokazatelja brzine i gibanja spermija.
Pozitivno medusobno koreliraju parametri brzine spermija (VCL, VSL, VAP), a s njima jo$
pozitivno koreliraju parametri progresivnosti gibanja (LIN i WOB). Pravocrtnost putanje
(STR) kao jedan od najvaznijih parametara progresivnosti gibanja spermija pozitivno korelira
samo s linearnoS¢u krivolinijske putanje spermija (LIN), a negativno s lateralnim otklonom
glave spermija (ALH). Parametar koji pokazuje prosjecan broj prelazaka krivolinijske putanje
preko pravolinijske putanje spermija (BCF) negativno korelira sa svim pokazateljima brzine

spermija (VCL, VSL, VAP) te sa dva pokazatelja progresivnosti spermija (LIN, WOB).

47



Tablica 5.2. Medusobne korelacije razlicitih pokazatelja brzine i gibanja spermija

VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF
VCL
0,83
VSL 1 <0.0001
0,92 0,95
VAP 1 20,0001 | <0,0001
LIN 0,42 0,84 0,70
0,01 <0,0001 | <0,0001
-0,20 0,24 -0,03 0,59
STR n.s. n.s. n.s 0,0005
WOB 0,62 0,89 0,87 0,89 0,18
0,0002 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 n.s.
ALH 0,58 0,13 0,25 -0,32 -0,38 -0,19
0,0007 n.s. n.s. n.s. 0,03 n.s.
BCE -0,45 -0,54 -0,62 -0,47 0,22 -0,69 0,07
0,01 0,001 0,0003 0,008 n.s. <0,0001 n.s.

VCL — prosje¢na brzina spermija na njegovoj krivolinijskoj putanji; VSL - prosje¢na brzina spermija na njegovoj

pravolinijskoj putanji; VAP - prosjeéna brzina spermija na njegovoj prosje¢noj putanji; LIN - linearnost

krivolinijske putanje spermija (VSL/VCL); STR - pravocrtnost putanje spermija (VSL/VAP); WOB - stupanj

oscilacije stvarne putanje spermija u odnosu na prosje¢nu putanju spermija (VAP/VCL); ALH - lateralni otklon

glave u odnosu na prosjecnu putanju spermija; BCF - prosje¢an broj prelazaka krivolinijske putanje preko

pravolinijske putanje spermija
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5.2. DESKRIPTIVNI PODATCI RAZLICITIH MORFOMETRIJISKIH POKAZATELJA
SPERMIUJA

U tablici 5.3. i 5.4. prikazani su razli¢iti deskriptivni podatci morfometrijskih
parametara glave, spojnog dijela i repa spermija. Najveci koeficijenti varijacije glave spermija
zabiljezeni su kod elipti¢nosti i elongacije glave spermija (9,75 %, 13,79 %) Sto su pokazatelji
dobiveni formulom kombiniraju¢i duljinu 1 Sirinu glave spermija. Najveci koeficijenti
varijacije spojnog dijela spermija zabiljeZeni su kod Sirine i minimalnog polumjera spermija
(22,0 %, 37,7 %). U tablici 5.5. prikazani su pokazatelji razli¢itih morfometrijskih pokazatelja
omjera glave, spojnog dijela i repa spermija. Od ukupne duljine spemija, duljina glave iznosi
oko 15 %, dok duljina glavnog dijela repa (rep bez spojnog dijela spermija) iznosi oko 62 %
ukupne duljine spermija u jar¢eva. Spojni dio repa zauzima oko 22 % ukupne duljine spermija.
Najveéi koeficijent varijacije zabiljezen je kod omjera umnoska Sirine i duljine glave s
ukupnom duljinom spermija (11,5 %). Najmanji koeficijent varijacije od svih morfometrijskih

pokazatelja spermija zabiljezen je u omjeru duljine repa s ukupnom duljinom spermija (1,5 %).

Tablica 5.3. Deskriptivni pokazatelji razli¢itih morfometrijskih pokazatelja glave spermija

Ukupno Varijacije izmedu jaréeva
Pokazatelji — . o
glave — -'—Srr':;':jzd Ws'psgrr];z:d Koeficijent Interval Interval Interval kc::fti?:ri\j/earlmta
spermija i ; i
permi vrijednost  vrijednost vrijednost Medijan sdts\r;iqu?'na 3 Varijacije vrsi‘rsgzjoesti vr::'e:c;?onsii S;Z[‘,‘i’.i’cdi!‘: varijacije
(10,03%) (10,03%) acl) (%) I I Jacl) (%)
Duljina
(um) 9,27 9,27 9,27 9,27 0,54 5,85 8,98-9,58 8,93-9,58 0,39-0,65 4,21-7,01
Sirina (um) 4,78 4,78 4,78 4,77 0,36 7,50 4,59-5,00 4,60-5,04 0,25-0,43 5,03-9,02
Minimalni
polumjer 2,08 2,08 2,08 2,06 0,18 8,68 2,00-2,22 1,99-2,22 0,13-0,21 6,32-10,10
(um)
Maksimalni
polumjer 4,84 4,84 4,84 4,84 0,28 5,92 4,69-4,99 4,68-4,99 0,22-0,33 4,64-6,91
(um)
Povrsina
(um2) 35,96 35,97 35,95 36,40 2,84 7,90 33,87-38,14 33,71-38,21 1,86-3,47 4,92-9,45
Opseg (um) 24,62 24,61 24,61 24,59 1,09 4,45 23,95-25,34 24,01-25,28 0,69-1,33 2,85-5,41
Elipti¢nost 1,94 1,94 1,94 1,94 0,18 9,75 1,87-2,07 1,85-2,06 0,13-0,22 7,28-11,74
Elongacija 0,31 0,31 0,31 0,32 0,04 13,79 0,30-0,34 0,29-0,34 0,03-0,05 9,76-16,75
Naboranost 0,74 0,74 0,74 0,74 0,03 532 0,72-0,77 0,72-0,77 0,02-0,04 3,51-5,87
Pravilnost 0,96 0,96 0,96 0,96 0,04 4,31 0,95-0,98 0,94-0,98 0,02-0,05 2,71-5,78

Elipti¢nost = duljina / irina; Elongacija = [(duljina — §irina) / (duljina + $irina)]; Naboranost = [4r x povrsina / opseg?]; Pravilnost = [r x

duljina x $irina / 4 X povrsina]
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Tablica 5.4. Deskriptivni pokazetelji razli¢itih morfometrijskih pokazatelja spojnog dijela i

repa spermija
Ukupno Varijacije izmedu jaréeva
Pokazatelj
i spojnog
dijela [ " " :
o Trimmed 'Winsorized Interval
spermijal Srednja srednja " srednja Mediian Standardna Koeficijen IS?tezrr\;zl nlqgtdeir'\;:; Stla?g;r/g:]e koeficijenta
repa vrijednost vrijednost vrijednost ) deviiaciia t varijacije vri'edni)sti vri‘edJnosti deviiaciie varijacije
spermija (10,03%) (10,03%) Jacl) (%) l ) acl) (%)
D(ﬂ#:)“ 13,63 13,57 0,01 13,55 1,04 7,68 12,95-1414  12,97-14,02 0,65-1,34 4,85-9,80
Sirina (um) 1,94 1,90 1,92 1,87 0,42 22,00 1,72-2,33 1,66-2,28 0,33-0,53 17,34-28,38
Minimalni
polumjer 0,44 0,43 0,43 0,41 0,16 37,75 0,37-0,52 0,37-0,55 0,13-0,18 29,13-42,45
(m)
Maksimaln
i polumjer 7,09 7,06 7,07 7,04 0,57 8,12 6,77-7,37 6,73-7,28 0,39-0,71 5,62-9,89
(Hm)
P?Jr':;)‘“ 19,04 18,93 18,98 18,80 2,67 14,04 17,30-22,21  17,09-22,11 1.73-3,44 9,16-16,88
C()Ei:z)g 30,92 30,79 30,83 30,72 2,26 732 29,50-31,94 29,44-31,79 1,39-2,86 4,47-9,10
Duljina 51,75 52,21 52,05 52,37 412 7,96 49,41-53,55  50,48-54,39 2,73-6,03 5,23-12,10
repa (pm)

Tablica 5.5. Deskriptivni pokazatelji razli¢itih morfometrijskih pokazatelja omjera glave,
spojnog dijela i repa spermija

Ukupno Varijacije izmedu jaréeva
“Trimmed" “Winsorized" Interval Interval Interval Interval
Vﬁ;gg:{; ¢ v:irjee(cjjrr]mj:st v:irjzccjirr?:st Medijan Standardna If/iiif;:g?? srednje medijane standardne ksz::;:;{:ei;\eta
(10,03%) (10,03%) devijacija %) vrijednosti vrijednosti devijacije %)
Uk‘;g’e‘fnf;;g'”a 61,02 61,46 61,31 61,63 424 6,96 5873-6300  60,04-6350 292607  474-10,22
D“["Ji'jr;fagr':")’:” 38,11 38,56 38,39 38,79 4,05 10,62 35,62-39.90  37,16-4069 248606  6,35-16,79
Duljina glave /
duljina repa 0,18 0,17 0,17 0,17 0,01 10,32 0,17-0,19 0,17-0,18 0,01-0,03 6,82-15,48
Duljina repa / 0,84 0,84 0,84 0,84 0,01 1,53 0,83-0,85 0,84-0,85 0,008-0,02 1,02-2,43
ukupna duljina
Opseg glave / 0,40 0,40 0,40 0,40 0,03 8,21 0,39-0,42 0,38-0,41 002005  537-12,18
ukupna duljina
Povrsina glave / 0,59 0,58 0,58 0,58 0,06 10,64 0,56-0,63 0,54-0,62 0,04-0,08 7,42-14,85
ukupna duljina
Duljina glave *
Sirina glave / 0,73 0,72 0,72 0,72 0,08 11,56 0,69-0,77 0,68-0,76 0,06-0,11 8,13-14,89
ukupna duljina
Duljina glave / 0,15 015 0,15 0,15 0,01 8,50 0,14-0,16 0,14-0,15 0,008-0,02  5,76-12,51
ukupna duljina
Duljina spojnog
dijela / ukupna 0,22 0,22 0,22 0,22 0,02 9,84 0,21-0,23 0,20-0,23 0,01-0,03 5,85-13,49
duljina
Duljina glavnog
dijela repa / 0,62 0,62 0,62 0,62 0,03 4,97 0,60-0,63 0,61-0,64 0,01-0,04 2,63-8,10
ukupna duljina
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5.3. SUBPOPULACHNE SPERMIJA NA OSNOVU MORFOMETRIJSKIH POKAZATELJA
GLAVE, SPOJNOG DIJELA | REPA SPERMIJA

Karakteristi¢ne vrijednosti morfometrijskih pokazatelja spermija u analizi glavnih
komponentata prikazane su u tablici 5.6. Analizom glavnih komponenata morfometrijskih
pokazatelja glave te spojnog dijela i repa spermija dobiveno je 5 glavnih komponenata (faktora)
¢iji je karakteristicni korijen (A) >1. Tih pet faktora objasnjavaju ukupno 86,7 % varijance.
Faktor 1 (izduljenost glave spermija) ima najve¢i karakteristicni korijen (A=4,01) te objasnjava
najvise varijance (30,9 %). Usmjeren je na mjere izduljenosti glave (duljina, elongacija i
elipticnost glave spermija) te je u negativnoj korelaciji s mjerom naboranost glave. U faktoru
1 najvece vrijednosti imale su elongacija i elipti¢nost glave (0,95 i 0,94). Faktor 2 je druga po
veli¢ini komponenta koja objasnjava 21,8 % od ukupne varijance te mu karakteristi¢ni korijen
(A) iznosi 2,83. Usmjeren je na mjere veliine glave spermija (Sirina, povrSina 1 opseg glave
spermija), a najveca vrijednost ima povrsina glave (0,84). Faktor 3 je usmjeren na mjere
veli¢ine spojnog dijela spermija te obuhvaca duljinu, povrSinu i opseg spojnog dijela spermija.
Objasnjava 17 % od ukupne varijance svih komponenata uz karakteristi¢ni korijen (A) od 2,21,
a najvece vrijednosti imaju opseg i duljina spojnog dijela spermija (0,79 i1 0,75). Faktor 4
usmjeren je na duljinu repa (0,63) te je u negativnoj korelaciji sa Sirinom spojnog dijela
spermija (-0,74). Obuhvaca samo 9 % od ukupne varijance, a karakteristi¢ni korijen (A) je skoro
duplo manji od prethodnog te iznosi 1,16. Posljednji, peti faktor usmjeren je samo na mjeru
pravilnosti glave (0,86) te mu je karakteristicni korijen (A) tek neSto vec¢i od 1 (1,03), a
obuhvaca 7,9 % od ukupne varijance svih faktora. U tablici nisu prikazane pozitivne i negativne

korelacije jednake ili manje od 0,50.
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Tablica 5.6. Karakteristi¢ne vrijednosti morfometrijskih pokazatelja glave te duljine spojnog

dijela i repa spermija s karakteristiénim korjenom (A> 1 - Kaiserov kriterij).

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5
MORFOMETRIJSKI (Faktor (Faktor (Faktor (Faktor Sirine (Faktor
POKAZATELJI GLAVE |  izduljenosti velitine elave veli¢ine spojnog dijela i ravilnosti
REPA SPERMIJA glave g spojnog dijela duljine repa p -
s spermija) s . glave spermija)
spermija) spermija) spermija)
_ E Duljina (um) 0,71* 0,53 / / /
T %0 | Sirina (um) -0,67 0,70* / / /
§ 2°F | Povrsina (um? / 0,84* / / /
X0 o
é TE & | Opseg (um) / 0,74* / / /
_ o Elipti¢nost 0,94* / / / /
£ 8 o | Elongacija 0,95* / / / /
§ E’:E‘ Naboranost -0,79* / / / /
é% g | Pravilnost / / / / 0,86*
_ g Duljina (um) / / 0,75* / /
T T o Sirina (um) / / / -0,74* /
T L D= & *
§ ;g g\ £ Povrsina (um2) / / 0,65 / /
§ 5 8 & Opseg (um) / / 0,79* / /
=
o £ | Duljina (um) / / / 0,63* /
g2
Karakteristi¢ni korijen (1)
i objasnjena varijanca (%) 4,01 (30,9) 2,83 (21,8) 2,21 (17,0) 1,16 (9,0) 1,03 (7,9)
Kumulativno objasnjena 867

varijanca %

korelacija je <+0,50

Elipti¢nost = duljina / §irina; Elongacija = [(duljina — §irina) / (duljina + $irina)]; Naboranost = [4r x povrsina / opseg?]; Pravilnost = [r x
duljina x $irina / 4 x povrsina]

Uzimanjem najvaznijih pokazatelja pojedinih faktora, vrijednosti ,aligned box“
kriterija (ABC statistika — aligned box criterion) pokazuju da je najpreciznija procjena broja

grupa ili subpopulacija spermija 3 (slika 5.1.).

.
e 1.5
i
-
3 = 1.4
-]
]
2z
22
c ®
D% 1.3
59 .
< |
g 1.2
T
2
T
>
1.1
T T T T T
2 3 4 5 6
Broj subpopulacija

Slika 5.1. Odabir broja subpopulacija spermija pomocu vrijednosti ,,aligned box* kriterija
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Na osnovu morfometrijskih pokazatelja spermija, analizom grupiranja (tablica 5.7.)
dobivene su tri dobro definirane subpopulacije spermija (S1, S2 i S3). Prva subpopulacija
spermija (S1) ¢ini samo 11,9 % ukupne populacije te je saCinjena od spermija s najmanjom
elipticnos¢u, elongacijom i pravilnoséu glave dok je s druge strane naboranost glave najveca
medu tri subpopulacije. Isto tako, rep spermija ove subpopulacije je najkrac¢i dok je Sirina
spojnog dijela najveca. Druga subpopulacija spermija (S2) ¢ini 44,8 % ukupne populacije te je
sacinjena od najveéih spermija ¢ija glava ima najvecu duljinu, $irinu, opseg i povrSinu. Ovi
spermiji imaju i najvecu elipti¢nost i elongaciju i pravilnost glave te najmanju naboranost
glave. Spojni dio spermija ove subpopulacije ima najvec¢u duljinu, povrSinu i opseg te imaju
najduZi rep. Treéa subpopulacija spermija (S3) ¢ini 43,3 % ukupne populacije te su to najmanyji

spermiji. Glava i spojni dio ovih spermija imaju najmanju duljinu, Sirinu povr$inu i opseg.

Tablica 5.7. Subpopulacije spermija jarCeva pasmine Francuska alpina (S1, S2, S3) dobivene
analizom grupiranja morfometrijskih pokazatelja glave, spojnog dijela i repa spermija

izrazenih kao srednja vrijednost i standardna devijacija

Udaljenost Pokazatelji oblika glave spermija
Subpopu!gcije N (%) izmec_lu
spermija centroida o " .
Klastera Elipti¢nost Elongacija Naboranost Pravilnost
s1 358 (11,9) 8,75 1,91+0,19 0,312+0,044 0,753+0,038 0,965+0,040
s2 1343 (44,8) 511 1,96+0,18 0,321+0,043 0,741+0,039 0,972+0,041
53 1300 (43,3) 511 1,94+0,19 0,317+0,044 0,747+0,039 0,966+0,042
Pokazatelji veli¢ine glave spermija
Duljina (um) Sirina (um) Povrina (um?) Opseg (um)
s1 358 (11,9) 8,75 9,20+0,56 4,82+0,33 36,0+2,7 24,5+1,0
s2 1343 (44,8) 511 9,50+0,49 4,87+0,34 37,4+2,4 25,2+0,9
53 1300 (43,3) 511 9,04+0,48 4,68+0,35 34,4+23 24,0+0,9
Pokazatelji veli¢ine spojnog dijela spermija Rep spermija
Duljina (um) Sirina (um) Povrsina (um?) Opseg (um) Duljina (um)
S1 358 (11,9) 8,75 13,3241,19 2,11+0,52 18,8+2,6 30,5+2,5 43,3+3,7
S2 1343 (44,8) 511 14,06+1,04 1,99+0,40 20,3+2,5 31,9+2,2 53,9+2,4
s3 1300 (43,3) 511 13,26+0,81 1,85+0,40 17,7£2,0 30,0+1,6 51,8+2,2

S1 — prva subpopulacija spermija; S2 - druga subpopulacija spermija; S3 - treca subpopulacija spermija
Elipti¢nost = duljina / §irina; Elongacija = [(duljina — §irina) / (duljina + $irina)]; Naboranost = [4r x povrsina / opseg?]; Pravilnost = [r x

duljina x $irina / 4 X povrsina]

Na slici 5.2. vidi se najviSe razlika izmedu dviju najve¢ih subpopulacija S2 i S3 u
odnosu na faktor 2 koji opisuje veliCinu glave spermija jer izmedu te dvije subpopulacije je

najveca razlika upravo u veli¢ini glave spermija. Na slici 5.3. vidi se razlika izmedu
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subpopulacije S1 1 ostale dvije subpopulacije u odnosu na faktor 4 budu¢i da je subpopulacija

S1 imala najkra¢i rep spermija. Isto tako, vidi se da je subpopulacija S2 rasprSenija u

pozitivhom smjeru faktora 3 (veli¢ina spojnog dijela spermija) od subpopulacije S3, buducéi da

je imala vece vrijednosti duljine, opsega i povrsine spojnog dijela spermija.

‘Subpopulacije spermija {8) *** S1 °°°

S2

- s

4.5

3.5

25

1.5

Faktor 2

Faktor 1

Slika 5.2. Distribucija subpopulacija spermija (S1, S2, S3) u odnosu na faktor 1 (izduljenost

glave spermija) i faktor 2 (veli¢ina glave spermija).

Subpopulacije spermija (S) ®*** S§1 °°°* 82 +*** 83

Faktor 3
o
.

1 . ..
-2
-3
—a

-5 .

—6

Faktor 4

Slika 5.3. Distribucija subpopulacija spermija (S1, S2, S3) u odnosu na faktor 3 (veli¢ina
spojnog dijela spermija) 1 faktor 4 (duljina repa spermija i Sirina spojnog dijela spermija

spermija).
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5.4. ODABIR VARIJABLI PRILIKOM MULTIVARIJANTNE LINEARNE REGRESIJISKE
ANALIZE | MULTIVARIJANTNE ANALIZE VARIJANCE (MANOVA)

Budu¢i da je analiza radena pomocu nekoliko modela, za svaki model bilo je prvo
potrebno ustvrditi koje morfometrijske varijable odabrati za svaki kineticki parametar zasebno
(tablica 5.8.). Kod multivarijantne linearne regresijske analize (MRLA) to je radeno pomoc¢u
prilagodenog koeficijenta determinacije (R?), a kod multivarijantne analize varijance (MAV)
to je radeno pomocu postepenog odabira (stepwise selection). Kod potonje analize bilo je
potrebno grupirati svaki kineti¢ki pokazatelj. To je najceS¢e radeno tako da bi se izraCunala
srednja vrijednost pokazatelja te se od te vrijednosti napravila podjela na grupu s veé¢im i grupu
s manjim vrijednostima. Ponekad su se podjele grupa (pokazatelji progresivnosti gibanja —
LIN, STR i WOB) zbog specificnosti analize radile prema odredenim formulama nadenim u
literaturi tako da se koristilo nekoliko kinetickih pokazatelja zajedno. Kod MRLA osim
pojedinih morfometrijskih varijabli, ukljucivale su se i glavne komponente odnosno faktori
sa¢injeni od najvaznijih morfometrijskih pokazatelja za svaki faktor (F1 — F5). Vrijednosti u
tablici koje su podebljane pokazuju zajednicke varijable ukljucene u oba modela. U tablici 9.
prikazano je koji morfometrijski pokazatelji su najéesce bili ukljudivani u analizu za sve
kineticke parametre. Multivarijantna linearna regresijska analiza imala je odredene pokazatelje
ukljucene u analizu viSe puta te ih ukupno ima 48 dok MAV ima ukupno 38 varijabli.
Najvazniji morfometrijski pokazatelji odnosno parametri koji su najviSe puta ukljucivani u
analizu kod MRLA su duljina glave (7 puta), elongacija glave i opseg spojnog dijela (6 puta).
Najvazniji morfometrijski pokazatelji uklju¢ivani u analizu kod MAV su duljina glave (6 puta)
i duljina repa (5 puta). Najvise puta u obje analize bila je uklju¢ena duljina glave spermija (13

puta), a najmanje Sirina glave spermija (1 put).
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Tablica 5.8. Odabir varijabli u modele multivarijantne linearne regresijske analize i

multivarijantne analize varijance

MULTIVARIJANTNA ANALIZA
ODABIR VARIJABLI | ISPRAVNOG MODELA
ADJRSQ_ PROC GLMSELECT Selection = ADJRSQ PROC GLMSELECT
(prilagoden Selection = STEPWISE (prilagoden Selection = STEPWISE
Igoefi%i'ent (modifikacija "FORWARD" odabira) koeficijent (modifikacija "FORWARD" odabira)
chent determinacije)
determinacije)
Zavisna VCL GRUPA STR GRUPA
variiabla VCL GRUPA1-VCL=>93 STR GRUPA 1 - VAP-VSL < 1/3VSL
I GRUPA 2-VCL<93 GRUPA 2 - VAP-VSL => 1/3 VSL
Odabrane d“'J!T‘a glave, opseg glave,
. povrsina glave, L .
nezavisne s " - . - elipti¢nost glave, duljina glave, opseg glave,
" elongacija glave, duljina glave, duljina spojnog dijela, B N .
varijable ravilnost glave ovriina spoinog diiela. dulina rena pravilnost glave, naboranost glave, $irina spojnog
morfometrije P - glave, P pojnog dijela, duly P opseg spojnog dijela, opseg spojnog dijela
povrsina spojnog .
spermatozoa o dijela, F2, F3, F4, F5
dijela, F2
Zavisna VSL GRUPA WOB GRUPA
variiabla VSL GRUPA 1 - VSL=> 50 WOB GRUPA 1-VCL =>93 WOB =>71
I GRUPA 2 - VSL < 50 GRUPA 2-VCL <93 WOB =>71
duljina glave,
- povrsina glave,
Odabrane dUIIJ;CZ g;?g:‘:g.s:g naboranost glave, duljina glave, povrsina glave, opseg
nezavisne g Ia;/e §ignal elinticnost elave. naboranost alave elongacija glave, glave, elipti¢nost glave, pravilnost
varijable glave, sin pUenost glave, anost glave, duljina spojnog glave, duljina spojnog dijela,

- spojnog dijela, pravilnost glave, duljina repa PO - < R . o
morfometrije 0nseq snoino dijela, $irina spojnog povrsina spojnog dijela, duljina
spermatozoa Pseq spojnog dijela, povrsina repa

dijela, F2, F3 . o
spojnog dijela,
duljina repa, F2, F3
Zavisna VAP GRUPA ALH GRUPA
variiabla VAP GRUPA 1 - VAP => 67 ALH GRUPA1-ALH=>31
) GRUPA 2 - VAP < 67 GRUPA2-ALH<3.1
duljina glave, irina
s
Odabrane naboranost glave, gla i Pseg glave,
. . elipti¢nost glave, .
nezavisne elongacija glave, " - . - duljina glave, naboranost glave,
. A p duljina glave, duljina spojnog dijela, naboranost glave, . v . ..
varljable Sirina spojnog vrdin in d] 1 d liina r dul.ina s O.no p]’aVll]’lOSt glave, sirina spojnog duela,
morfometrije dijela, opseg povrsina spejnog dijefa, duiyma repa di'eJIa op\/éing povrsina spojnog dijela
spermatozoa spojnog dijela, F2, Jela, povr!
spojnog dijela,
F3, F5 ; it
opseg spojnog dijela,
duljina repa F2, F4
Zavisna LIN GRUPA BCF GRUPA
variiabla LIN GRUPA 1-VCL =>93 LIN=> 60 BCF GRUPA1-BCF=>9.7
1 GRUPA 2-VCL =>93 LIN<60 GRUPA 2-BCF<9.7
duljina glave, duljina glave,
Odabrane opseg glave, povrsina glave,
nezavisne elongacija glave, duljina glave, sirina glave, naboranost glave, povrsina glave, povriina spojnog
varijable $irina spojnog elipti¢nost glave, naboranost glave, elongacija glave, dijela, opseg spojnog dijela, duljina
morfometrije dijela, opseg duljina spojnog dijela Sirina spojnog dijela, repa
spermatozoa spojnog dijela, F2, opseg spojnog
F3 dijela, F2, F3, F4

duljina x $irina / 4 x povrSina]
F1 — Faktor 1 (Faktor izduljenosti glave spermija); F2 - Faktor 2 (Faktor veli¢ine glave spermija); F3 - Faktor 3 (Faktor veli¢ine spojnog dijela

spermija); F4 - Faktor 4 (Faktor Sirine spojnog dijela i duljine repa spermija); F5 - Faktor 5 (Faktor pravilnosti glave spermija) Podebljane

vrijednosti pokazuju zajednicke varijable u oba modela

Elipti¢nost = duljina / irina; Elongacija = [(duljina — Sirina) / (duljina + Sirina)]; Naboranost = [4n x povrsina / opseg?]; Pravilnost = [ x
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Tablica 5.9. Ukljuéenost varijabli u modele multivarijantne lincarne regresijske analize i

multivarijantne analize varijance za sve kineticke pokazatelje

BROJ PONAVLJANJA
VARIJABLI U
ANALIZAMA ZA SVE
KINETICKE
POKAZATELJE

POKAZATELJI
POKAZATELJI GLAVE SPERMIJA SPOJNOG DIJELA | REP
SPERMIJA
< g 2 8 g <
S s £ 9 2z 2 2 2|2 s 2 9 £
5 £ ©w W U o,2,.ccH5 £ @ W] 5
J 2 §  gF z<3sSF o 2 Z § L =
2 % 3 6 = 5 2 2|2 & 3 6|3
A d w & b A~

UKUPNO

MULTIVARIJANTNA
REGRESIISKA
ANALIZA

[y
ESN
ESN
N
(o]
N
EN

N
ol
w
(o]

GENERALNI
LINEARNI MODEL -
MULTIVARIJANTNA
ANALIZA

ANALIZA

38

UKUPNO

13

86
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5.5. MULTIVARIJANTNA LINEARNA REGRESIISKA ANALIZA MORFOMETRISKIH
POKAZATELJA SPERMIJA ZA SVAKI KINETICKI POKAZATELJ

U tablici 5.10. i 5.11. prikazani su rezultati multivarijantne linearne regresijske analize
zavisnih kineti¢kih pokazatelja spermija s nezavisnim morfometrijskim pokazateljima spermija
1 glavnim komponentama ili faktorima. Osim ukupne znaCajnosti modela te pojedinacne
statistiCke znacajnosti testirao se i faktor inflacije varijance (VIF). Faktor inflacije varijance
koristi se za dokazivanje da regresori medusobno ne koreliraju. Ako je VIF >10, postoji
kolinearnost te se u tom slu¢aju rezultati ne mogu prihvatiti iako su statisticki znac¢ajni. Ako je
VIF <10, tada nema kolinearnosti. Za svaki parametar procjenjen je standandizirani beta
koeficijent (B) koji je uzet u obzir samo u slucaju statistiCke znaéajnosti (p<0,05) te faktoru
inflacije varijence <10 (podebljane vrijednosti u tablici). Standardizirani beta koeficijent
usporeduje snagu uéinka svake pojedinagne nezavisne varijable sa zavisnom varijablom. Sto
je veca apsolutna vrijednost beta koeficijenta, to je uc¢inak jaci. U tablici 10. vidljivo je da
prethodno navedene uvjete zadovoljava nekoliko pokazatelja. Prosjecna brzina spermija na
njegovoj pravolinijskoj putanji pravocrtnost putanje spermija (VSL) i prosjecna brzina
spermija na njegovoj prosjec¢noj putanji (VAP) u odnosu na Sirinu spojnog dijela spermija,
pravocrtnost putanje spermija (STR) u odnosu na elipticnost glave spermija te Stupanj
oscilacije stvarne putanje spermija u odnosu na prosjecnu putanju spermija (WOB) prema
duljini repa spermija. Tako prema standandiziranom beta koeficijentu svaki porast u jednoj
standardnoj devijaciji (std) Sirine spojnog dijela spermija uzrokuje pad za 0,78 std kod VSL i
0,9 std kod VAP. Svaki porast od jedne std elipticnosti glave uzrokuje porast od jedne std kod
VSL. Svaki porast od jedne std duljine repa uzrokuje pad od 0,7 std kod WOB. U tablici 11.
vidljivo je da samo pravocrtnost putanje spermija (STR) u odnosu na faktor 4 zadovoljava
uvjete statisticke znacajnosti (p<0,05) 1 faktora inflacije varijance <10. Tako za svaki porast od
jedne std faktora 4 (faktor Sirine spojnog dijela i duljine repa spermija) postoji porast od 1,2
std kod STR.
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Tablica 5.10. Multivarijantna linearna regresijska analiza zavisnih kineti¢kih pokazatelja i

nezavisnih morfometrijskih pokazatelja spermija jar¢eva pasmine francuska alpina

%‘ Mor‘fometrlj__skl Pokazatelji oblika glave spermija Pokazatelji veli¢ine glave spermija Pokazatelji Velid"‘?.smj"')g dijela REP..
2 pokazatelji spermija spermija
g
g :g 2
SE R - < 3 o
== (R?**) é = ! 8 . ) . ) .
23 Ukupna B g 3 = Duljina Sirina  Povrsina Opseg Duljina  Sirina  Povr§ina  Opseg Duljina
£7  natajnost & 5 8 3 (um) (um) — (um?) (um) (m)  (um) () (um) (um)
£ ] w z o
Z modela
051 P 0,0012 00008 0,001 0,20
VCL (0.39) B 19,8 85 27,2 0,45
(HmV/s)
0,006
VIF 1373 231 2492 57
05 p <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,02 0,04
VSL (0.42) B 16,6 207 8,72 0,78 1,31
(um/s)
0,005
VIF 616 931 1569 54 195
056 P 00003 00003 0,0003 0,01 0,13
VAP (0.39) B 20,0 6,0 255 09 1,0
(umfs)
0,01
VIF 1061 93,8 1670 6,5 2,4
0t P 0,0005 0,0004 0,0003 0,06 0,02
LIN (0.32) B 154 192 80 071 1,68
(%) 0,02
' VIF 616 931 156 5,46 195
05 p 001 0,004 0,003 0,02
STR (0.38) B 10 107 89 17
(%) 0,01
: VIE 73 529 153 25
05 P 00004  0,0003 0,0003 0,0007 006 0007 002 0,03
VE’D%B (0.36) B 27,4 8,0 320 126 2,9 27 35 07
0,03
VIF 1826 155 2396 440 9% 37 9 48
056 p 02 0,02 001 006 0,03 0,06 0,007 0,003 01 0,009
'&';T;' (0.25) B 69 173 126 134 269 202 46 46 19 23
01
VIF 1165 2051 904 1771 4998 4268 89,5 68,8 50,7 25,5
p 0,01 0,01 0,01 0,02 0,06 01
0,42
BCF (0.15) B 137 52 17,3 85 15 13
H2) 01
' VIF 977 133 1486 407 21,9 273

p - Statisti¢ka znac¢ajnost; B - Procjena standardnog koeficijenta; VIF - Faktor inflacije varijance; ** Prilagodeni koeficijent determinacije
(R?)

VCL - prosjecna brzina spermija na njegovoj krivolinijskoj putanji; VSL - prosjecna brzina spermija na njegovoj pravolinijskoj putanji; VAP
- prosje¢na brzina spermija na njegovoj prosjeénoj putanji; LIN - linearnost krivolinijske putanje spermija (VSL/VCL); STR - pravocrtnost
putanje spermija (VSL/VAP); WOB - stupanj oscilacije stvarne putanje spermija u odnosu na prosje¢nu putanju spermija (VAP/VCL); ALH
- lateralni otklon glave u odnosu na prosjeénu putanju spermija; BCF - prosjecan broj prelazaka krivolinijske putanje preko pravolinijske

putanje spermija
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Tablica 5.11. Multivarijantna linearna regresijska analiza zavisnih kineti¢kih pokazatelja i

nezavisnih glavnih komponenata ili faktora spermija jarceva pasmine francuska alpina

&
E Morfomet_ruskl FAKTORI
I pokazatelji
3 R?
Aof (RZ **)
2
g Ukupna 2 3 4 5
£ znaéajnost
£ modela
2
0,51 P ou
(L’&LS) (0.39) B 13
0,006
VIF 31,7
056 p <0,0001 0,0001
(Vrf]/"s) (0,42) B 25,8 95
H 0,005
VIF 1431 206
056 p 0,0003 0,0006 0,0008
VAP (0,39) B 22,9 83 3.4
(um/s) 0,01
' VIF 1357 207 30,4
p 0,0004 0,0004
0,49
LIN (%) (0,32) B 239 9.1
0,02
VIF 1431 206
p 0,003 0,009 0,004 0,005
0,55
STR (%) (0,38) B 13,2 5,1 12 10,0
0,01
VIF 745 147 7,1 484
p 0,0004 0,004
0,58
WOB (%) (0,36) B 44,4 7,9
0,03
VIF 4933 267
p 0,002 0,008
0,56
ALH (um) (0,25) B 32,9 37
0,1
VIF 3468 63,0
p 0,01 0,01 0,1
BCE 0,42
(0,15) B 22,6 87 09
(Hz) 01
' VIF 2567 390 98

p - Statisti¢ka znacajnost; B - Procjena standardnog koeficijenta; VIF - Faktor inflacije varijance; ** Prilagodeni koeficijent determinacije

(R%)

F1 — Faktor 1 (Faktor izduljenosti glave spermija); F2 - Faktor 2 (Faktor veli¢ine glave spermija); F3 - Faktor 3 (Faktor veli¢ine spojnog

dijela spermija); F4 - Faktor 4 (Faktor $irine spojnog dijela i duljine repa spermija); F5 - Faktor 5 (Faktor pravilnosti glave spermija)

Podebljane vrijednosti pokazuju zajednicke varijable u oba modela

VCL - prosje¢na brzina spermija na njegovoj krivolinijskoj putanji; VSL - prosje¢na brzina spermija na njegovoj pravolinijskoj putanji; VAP
- prosjecna brzina spermija na njegovoj prosje¢noj putanji; LIN - linearnost krivolinijske putanje spermija (VSL/VCL); STR - pravocrtnost
putanje spermija (VSL/VAP); WOB - stupanj oscilacije stvarne putanje spermija u odnosu na prosjeénu putanju spermija (VAP/VCL); ALH
- lateralni otklon glave u odnosu na prosje¢nu putanju spermija; BCF - prosjecan broj prelazaka krivolinijske putanje preko pravolinijske
putanje spermija
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Na slikama 5.4., 5.5, 5.6. i 5.7. prikazane su korelacije kineti¢kih pokazatelja koji

ispunjavaju uvjete statisticke znacajnosti i VIF <10 te reziduali prema regresorima za srednje

vrijednosti kinetickih parametara s LOESS zagladivanjem
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Slika 5.4. Korelacije prosje¢ne brzine spermija na njegovoj pravolinijskoj putanji (VSL) s

pokazateljima morfometrije spermija koji su uklju¢eni u analizu i reziduali prema regresorima
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Slika 5.5. Korelacije prosje¢ne brzine spermija na njegovoj prosjecnoj putanji (VAP) s

pokazateljima morfometrije spermija koji su uklju¢eni u analizu i reziduali prema regresorima
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Slika 5.6. Korelacije pravocrtnosti putanje spermija (STR) s pokazateljima morfometrije

spermija koji su ukljuceni u analizu i reziduali prema regresorima

90 96 072077 13 14 18 22 0505 w0 el B S BN -
600000 . - .. 0e L A .
100000
a0 s2  se S5 M % % N W 072er 00T amen
Dol s - -
38 e oL e -
36 oo $ ool e
34 L - s s
3o \)KJ'/ P e
I PR 2 c. = e
ooa| = . -
035 Lo o e . . ———
030 oM 0T 0N 03 036 WM BB DO MK W 20 22 4B 03 6B 07 95 0% 6K 035 0B
030 Elongucis gave Dulfoe spag fele S wiopog dipla Fabior 2 Faver 3
22
18
53
50

1000600000 34 38 030035 1822 50 53 0505

Slika 5.7. Korelacije stupnja oscilacije stvarne putanje spermija u odnosu na prosjecnu putanju

spermija (WOB) s pokazateljima morfometrije spermija koji su ukljuéeni u analizu i reziduali

prema regresorima
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5.6. MULTIVARIJANTNA ANALIZA VARIJANCE MORFOMETRISKIH POKAZATELJA
SPERMIJA ZA SVAKI KINETICKI POKAZATEL]J

U tablici 5.12. prikazana je multivarijantna analiza varijance kinetickih pokazatelja s
morfometrijskim pokazateljima spermija. Kineticki pokazatelji su kod ove analize grupirani u
skupine. To je najcesce radeno tako da bi se izraCunala srednja vrijednost parametra te se od te
vrijednosti napravila podjela na grupu s veéim i grupu s manjim vrijednostima. Ponekad su se
podjele grupa (pokazatelji progresivnosti gibanja — LIN, STR i WOB) zbog specifi¢nosti analize
radile prema odredenim formulama nadenim u literaturi tako da se koristilo nekoliko kinetickih
pokazatelja zajedno. Tako su spermiji vece prosjeéne brzine spermija na njegovoj krivolinijskoj
putanji (VCL > 93; grupa 1) imali statisti¢ki znac¢ajno manju duljinu glave (9,21 pm vs 9,28 pum;
p<0,0001) i spojnog dijela spermija (13,43 um vs 13,65 um; p<0,0001), a ve¢u duljinu repa (49,94
um Vs 49,46 um; p<0,0001). Spermiji veée prosjecne brzine spermija na njegovoj pravolinijskoj
putanji (VSL >50; grupa 1) imali su statisti¢ki znac¢ajno manju elipticnost glave (1,921 vs 1,955;
p<0,0001) 1 dulji rep spermija (49,80 pum Vs 49,59 um; p<0,0001). Spermiji vece prosjecne brzine
spermija na njegovoj prosje¢noj putanji (VAP >67; grupa 1) imali su krac¢u glavu (9,21 um vs 9,28
um; p=0,0002) 1 spojni dio repa (13,47 pm vs 13,61 um; p=0,0001), a vecu povrsinu (19,09 pm?2
vs 18,89 um2; p=0,02) i duljinu repa spermija (49,90 pm vs 49,50 um; p<0,0001). Spermiji vece
linearnosti krivolinijske putanje spermija uz konstantnu vecu prosjecnu brzinu spermija na
njegovoj krivolinijskoj putanji odnosno gibljivi spermiji veée progresivnost (VCL=>93 LIN=>
60; grupa 1) imali su ve¢u naboranost (0,757 vs 0,741; p<0,0001) i duljinu glave (9,24 um vs 9,18
um; p=0,05) te duljinu spojnog dijela tijela (13,55 pm vs 13,30 pm; p<0,0001). Spermiji bolje
pravocrtnosti putanje spermija (VAP-VSL<1/3 VSL; grupa 1) imali su ve¢u naboranost (0,755 vs
0,747; p<0,0001) i duljinu glave (9,24 um vs 9,18 um; p=0,006) te vecu Sirinu (2,01 pm vs 1,96
um; p=0,01) 1 opseg spojnog dijela spermija (30,84 pm vs 30,19 um; p<0,0001). Spermiji vece
prosjecne brzine spermija na njegovoj krivolinijskoj putanji uz konstantan stupanj oscilacije
stvarne putanje spermija u odnosu na prosje¢nu putanju spermija (VCL>93; WOB>71; grupa 1)
imali su manju elipti¢nost glave (1,928 vs 1,952; p=0,02), vecu pravilnost glave (0,969 vs 0,962;
p=0,005), manju duljinu (9,23 pum vs 9,29 um; p=0,02), povrsinu (35,97 um2 vs 36,29 um2;
p=0,03) 1 opseg glave (24,54 pm vs 24,81 um; p<0,0001) te manje duljine spojnog dijela (13,50
um Vs 13,67 um; p=0,003), a vece povrsine spojnog dijela (19,15 pm2 vs 18,79 um?2; p=0,007) i
duljine repa spermija (49,87 um vs 49,49 um; p=0,01). Spermiji veceg lateralnog otklona glave u
odnosu na prosje¢nu putanju spermija (ALH > 3,1; grupa 1) imali su bolju pravilnost glave (0,971

vs 0,965; p=0,0002), kracu duljinu glave (9,22 um vs 9,28 pm; p=0,0009) 1 ve¢u povrsinu spojnog
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dijela spermija (19,05 pm? vs 18,86 um2; p=0,02). Spermiji veéeg prosje¢nog broja prelazaka
krivolinijske putanje preko pravolinijske putanje spermija (BCF>9,7; grupa 1) imali su manju
povriinu glave spermija (35,77 um? vs 36,19 um?; p<0,0001), ve¢u duljinu (13,62 um vs 13,46
pm; p<0,0001) i povriinu spojnog dijela (19,18 pm? vs 18,76 pm?; p<0,0001) te manju duljinu
repa spermija (49,51 um vs 49,89 um; p<0,0001).
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Tablica 5.12. Multivarijantna analiza varijance (MANOVA) svakog pojedinog kineti¢kog pokazatelja spermija s morfometrijskim pokazateljima
spermija jaréeva pasmina francuska alpina

= Mg;flfg :g:}iskl Pokazatelji oblika glave spermija Pokazatelji veli¢ine glave spermija Pokazatelji veli¢ine spojnog dijela spermija s pg‘?’sij a
5 £  Ukupna - - o -
b= X 8 = o @
qé 5 g)_ znacz:j]nlost GI,’UF,),a ,§ 8 s E Duljina Sirina Povriina Opseg Duljina Sirina Povrsina Opseg Duljina
2385 modela Statisti¢ka = =2 5 S (um) (um) (um?) (um) (um) (um) (um?) (um) (um)
(Wilks' Znatajnost = s 2 s
Lambda) = =
1-VCL=>93 9,21+0,01 13,43+0,03 19,040,07 49,940,07
vCL
(umis) <0,0001 2-VCL<93 9,28+0,01 13,65:0,02 18,930,06 49,46+0,07
P <0,0001 <0,0001 02 <0,0001
Vel 1-VSL=>50 1,921+0,005 0,748+0,001  0,9680,001 49,80+0,07
mg <0001 2-VSL<50 1,955+0,005 0,746:0,00L  0,9670,001 49,59+0,07
p <0,0001 02 0.7 0,02
VAP 1- VAP=>67 9,21+0,01 13,47+0,03 19,09+0,07 49,900,07
(ums) <0001 2- VAP<67 9,28+0,01 13,61£0,02 18,890,06 49,50£0,07
p 0,0002 0,0001 0,02 <0,0001
s 1,922+0,007 0,757£0,001 02440,02  4,8240,01 13,55£0,04
LIN _
(%) <0000 2 VELES9S 1,927+0,007 0,7410,001 9,18:0,01  4,80£0,01 13,30£0,03
p 06 <0,0001 0,05 01 <0,0001
1- VAP-
- VSL<1/3 VSL 0,755+0,001 9,24+0,01 24,54+0,03 2,01£0,01 30,840,06
<0,0001 2- VAP-
(%) VSLo1/3 VSL 0,747+0,001 9,18+0,02 24,56+0,04 1,96+0,01 30,19+0,05
p <0,0001 0,006 07 0,01 <0,0001
L9 1,980,006 0969£0,001  9,2340,01 35074008  2454:003 13,500,038 19,1540,08 49,87+0,09
WOoB
@) <0000 S 1,952+0,009 0,962:0,002  9,2040,02 36,2940,12  24,81:0,05  13,6740,05 18,79:0,12 49,49:0,13
p 0,02 0,005 0,02 0,03 <0,0001 0,003 0,007 0,01
ALH 1-ALH=>3.1 0,746:0,001  0,971%0,001  9,22+0,01 1,9740,01  19,05+0,06
um) <0,0001 2- ALH<3.1 0,748+0,001  0,965+0,001  9,28+0,01 1,99+0,01  18,86+0,06
p 01 0,0002 0,0009 01 0,02
B 1-BCF=>9,7 35,77+0,06 13,62+0,02 19,18+0,06 49,51+0,07
(H2) <0,0001 2-BCF<9,7 36,19+0,07 13,46+0,03 18,76+0,06 49,89+0,07
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

VCL - prosjeéna brzina spermija na njegovoj krivolinijskoj putanji; VSL - prosje¢na brzina spermija na njegovoj pravolinijskoj putanji; VAP - prosje¢na brzina spermija na njegovoj prosje¢noj putanji; LIN - linearnost
krivolinijske putanje spermija (VSL/VCL); STR - pravocrtnost putanje spermija (VSL/VAP); WOB - stupanj oscilacije stvarne putanje spermija u odnosu na prosje¢nu putanju spermija (VAP/VCL); ALH - lateralni
otklon glave u odnosu na prosjecnu putanju spermija; BCF - prosjecan broj prelazaka krivolinijske putanje preko pravolinijske putanje spermija
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Na slikama 5.8., 5.9., 5.10.,, 5.11., 5.12,, 5.13,, 5.14. i 5.15. prikazani su grafikoni
reziduala za svaki pojedinac¢ni kineticki pokazatelj. Reziduali mogu pokazivati negativni nagib
za pojedini morfometrijski pokazatelj sto ukazuje da grupa kinetickog pokazatelja s vecom
vrijednosti ima manje vrijednosti morfometrijskog pokazatelja i obratno kod pozitivnog
nagiba. U slucaju kada nagib reziduala nije izrazen tada morfometrijske vrijednosti nisu

statisticki znacajno razli¢ite izmedu grupa kinetickog pokazatelja.

Residual
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10 15 20 25 3 3 40 50 80
Povrsina spojnog dijela Duljina repa

Slika 5.8. Grafikon reziduala za prosjecnu brzinu spermija na njegovoj krivolinijskoj putanji

(VCL) prema morfometrijskim pokazateljima spermija koji su odabrani za analizu.
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Slika 5.9. Grafikon reziduala za prosje¢nu brzinu spermija na njegovoj pravolinijskoj putanji

(VSL) prema morfometrijskim pokazateljima spermija koji su odabrani za analizu.
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Slika 5.10. Grafikon reziduala za prosje¢nu brzinu spermija na njegovoj prosjecnoj putanji

(VAP) prema morfometrijskim pokazateljima spermija koji su odabrani za analizu.
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Slika 5.11. Grafikon reziduala za linearnost krivolinijske putanje spermija (LIN) prema

morfometrijskim pokazateljima spermija koji su odabrani za analizu.
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Slika 5.12. Grafikon reziduala za pravocrtnost putanje spermija (STR) prema morfometrijskim

pokazateljima spermija koji su odabrani za analizu.
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Slika 5.13. Grafikon reziduala za stupanj oscilacije stvarne putanje spermija u odnosu na
prosjecnu putanju spermija (WOB) prema morfometrijskim pokazateljima spermija koji su

odabrani za analizu.
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Slika 5.14. Grafikon reziduala za lateralni otklon glave (ALH) u odnosu na prosje¢nu putanju

spermija prema morfometrijskim pokazateljima spermija koji su odabrani za analizu.
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Slika 5.15. Grafikon reziduala za prosjeCan broj prelazaka krivolinijske putanje preko
pravolinijske putanje spermija (BCF) prema morfometrijskim pokazateljima spermija koji su

odabrani za analizu.
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5.7. ANALIZA UDJELA SUBPOPULACIJA SPERMIJA UNUTAR GRUPIRANIH
KINETICKIH POKAZATELJA SPERMIJA

Prema ranije opisanoj analizi grupiranja (tablica 5.7.) dobivene su tri dobro definirane
subpopulacije spermija (S1, S2 i S3). Prva subpopulacija spermija (S1) ¢ini samo 11,9 %
ukupne populacije te ju ¢ine spermiji s najmanjom elipticnos¢u, elongacijom i pravilnoséu
glave dok je rep spermija ove subpopulacije najkraci, ali s najjve¢om Sirinom spojnog dijela
spermija. Druga subpopulacija spermija (S2) ¢ini 44,8 % ukupne populacije te ju ¢ine najveci
spermiji s najvecom elipti¢nosti, elongacijom i pravilnosti glave. Spojni dio spermija ove
subpopulacije ima najvecu duljinu, povrSinu i opseg te imaju najduzi rep. Treca subpopulacija
spermija (S3) ¢ini 43,3 % ukupne populacije te su to najmanji spermiji s neSto kra¢im repom
od S2 subpopulacije. Analizom udjela subpopulacija (hi-kvadrat test) prethodno napravljenih
skupina svakog kinetickog pokazatelja prikazane su eventualne razlike u distribuciji udjela
pojedinih subpopulacija spermija izmedu skupina.

Izmedu skupina vece i manje prosjecne brzine spermija na njegovoj krivolinijskoj
putanji (VCL > 93 - grupa 1; VCL<93 — grupa 2) nije bilo statisticki znacajnih razlika u
udjelima pojedinih subpopulacija spermija (slika 5.16.).

Subpopulaciie spermia
 — -] . S2 EEE  S3

100
90
(2]
VCL grupa (pm/s) Hi kvadrat 20
Subpopulacije ¥
e 1-VCL=>93 2-VCL<93
spermija
P ! Vrijednost P 70
% N % N ]
s1 11,4 160 124 198
s2 44,4 622 45,0 724 50
1,09 0,57
s3 44,2 619 42,6 681
40
UKUPNO 100,0 1401 100,0 1600 :
30
20
10
o}

Udio subpopulacije spermija (%)
3

>93 um/s
<93 pm/s

VCL grupa

Slika 5.16. Udjeli subpopulacija spermija (S1 - spermiji s najmanjom elipti¢nos$cu, elongacijom

1 pravilnos$¢u glave, najkrac¢im repom i najve¢om Sirinom spojnog dijela; S2 - najveci spermiji
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s najve¢om glavom, spojnim dijelom i najduljim repom te najboljom elipticnosti, elongacijom
i pravilnosti glave; S3 - najmanji spermiji) grupirani prema prosje¢noj brzini spermija na
njegovoj krivolinijskoj putanji (VCL > 93 - grupa 1, VCL<93 — grupa 2)

Spermiji veée prosjecne brzine spermija na njegovoj pravolinijskoj putanji (VSL >50;
grupa 1) imali su statisti¢ki znacajno (p=0,03) manji udio S1 subpopulacije (10,5 % vs 13,2 %)
te veci udio S2 subpopulacije spermija (46,5 % vs 43,2 %) od spermija manje prosjecne brzine

na pravolinijskoj putanji (VSL <50; grupa 2) (slika 5.17.).

Subpopulaciie spermija
| I— 31 I 32 N 53

VSL grupa (um/s) Hi kvadrat
Subpopulacije

spermija 1-VSL=>50 2 -VSL<50

Vrijednost P

Udio subpopulacije spermija (%)

% N % N
s1 105 147 132 211
s2 465 653 432 690
6,56 0,03
s3 43,0 605 436 695
UKUPNO 100,0 1405 100,0 1596

E £
& 8
A v

V3L grupa

Slika 5.17. Udjeli subpopulacija spermija (S1 - spermiji s najmanjom elipti¢noscu, elongacijom
1 pravilnoS$¢u glave, najkrac¢im repom 1 najve¢om Sirinom spojnog dijela; S2 - najveci spermiji
s najve¢om glavom, spojnim dijelom i najduljim repom te najboljom elipti¢nosti, elongacijom
I pravilnosti glave; S3 - najmanji spermiji) grupirani prema prosjecnoj brzini spermija na
njegovoj pravolinijskoj putanji (VSL >50 - grupa 1; VSL <50 — grupa 2)

Izmedu skupina vece i manje prosjecne brzine spermija na njegovoj prosjecnoj putanji

(VAP >67 - grupa 1; VAP <67 — grupa 2) nije bilo statisticki zna€ajnih razlika u udjelima
pojedinih subpopulacija spermija (slika 5.18.).
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Subpopulacije spermia
 — 1] . 52 I S3

100
0
g
VAP grupa (um/s) Hi kvadrat o 80
Subpopulacije E
- 1-VAP=>67 2 - VAP<67 @
spermija Vrijednost P & 70
% N % N @
T &
s1 111 155 12,7 203 E
52 43,9 629 446 714 2 50
2,04 0,36 2
s3 44,0 618 42,7 682 @
o 40
UKUPNO 100,0 1402 100,0 1599 133

E
% %
A v

VAP grupa

Slika 5.18. Udjeli subpopulacija spermija (S1 - spermiji s najmanjom elipti¢nos$cu, elongacijom
i pravilnoscu glave, najkra¢im repom i najve¢om Sirinom spojnog dijela; S2 - najveci spermiji
s najve¢om glavom, spojnim dijelom i najduljim repom te najboljom elipti¢nosti, elongacijom
i pravilnosti glave; S3 - najmanji spermiji) grupirani prema prosje¢noj brzini spermija na

njegovoj prosje¢noj putanji (VAP >67 - grupa 1; VAP <67 — grupa 2)

Spermiji vece linearnosti krivolinijske putanje spermija uz konstantnu vecu prosjecnu
brzinu spermija na njegovoj krivolinijskoj putanji odnosno gibljivi spermiji vece progresivnosti
(VCL =93, LIN >60 %; grupa 1) imali su statisti¢ki znacajno (p<0,0001) manji udio S1 (9,3 %
vs 13,5 %) i S3 (40,8 % vs 47,6 %), a veéi udio S2 (49,9 % vs 38,9 %) subpopulacije spermija
od gibljivih spermija manje progresivnosti (VCL >93, LIN <60 %; grupa 2) (slika 5.19.).
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Subpopulacije spermia

51

| E—
LIN grupa (%) Hi kvadrat
Subpopulacije  1-vCl=>93 = 2-VCL=>93
spermija =

P ] LIN=>60% LIN<60% Vrijednost P
% N % N
S1 9,3 65 13,5 95
S2 49,9 350 38,9 272

18,9 <0,0001

S3 40,8 286 47,6 333
UKUPNO 100,0 701 100,0 700

Uclio subpopulaciie spenija (6

. 32
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20
80
70
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3

*

=>=60 %
LIN<B0 %

VCL— > 83 pmis LIN
VCL= 93 pm/s

LIN grupa

I S0

Slika 5.19. Udjeli subpopulacija spermija (S1 - spermiji s najmanjom elipticnos$cu, elongacijom

1 pravilno$¢u glave, najkra¢im repom i najve¢om Sirinom spojnog dijela; S2 - najvec¢i spermiji

s najvec¢om glavom, spojnim dijelom i najduljim repom te najboljom elipti¢nosti, elongacijom

i pravilnosti glave; S3 - najmanji spermiji) grupirani prema linearnosti krivolinijske putanje

spermija uz konstantnu vecu prosje¢nu brzinu spermija na njegovoj krivolinijskoj putanji (VCL
>93, LIN >60 % - grupa 1; VCL >93, LIN <60 % - grupa 2)

Spermiji bolje pravocrtnosti putanje spermija (STR) prema formuli (VAP-VSL <1/3

VSL; grupa 1) imali su statisticki zna¢ajno (p<0,0001) manji udio S1 (9,5 % vs 14,0 %) i S3
(40,4 % vs 45,9 %), a veéi udio S2 (50,1 % vs 40,1 %) subpopulacije spermija od spermiji

losije pravocrtnosti putanje (VAP-VSL >1/3 VSL; grupa 2) (slika 5.20.).
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Subpopulacije spermija
| E— S I S2 EEE S3

] g

STR grupa (%) Hi kvadrat =

8,

Subpopulacije E
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Slika 5.20. Udjeli subpopulacija spermija (S1 - spermiji s najmanjom elipticnos$cu, elongacijom
1 pravilno$¢u glave, najkrac¢im repom 1 najve¢om Sirinom spojnog dijela; S2 - najveci spermiji
s najve¢om glavom, spojnim dijelom i najduljim repom te najboljom elipti¢nosti, elongacijom
i pravilnosti glave; S3 - najmanji spermiji) grupirani prema pravocrtnosti putanje spermija
(STR) (VAP-VSL <1/3 VSL - grupa 1; VAP-VSL >1/3 VSL - grupa 1)

Spermiji vee prosjeéne brzine spermija na njegovoj krivolinijskoj putanji uz
konstantan stupanj oscilacije stvarne putanje u odnosu na prosjeénu putanju spermija
(VCL>93; WOB>71; grupa 1) imali su statisti¢ki znacajno (p=0,03) manji udio S1 (10,5 % vs
15,1 %), a veci udio S3 (43,2 % vs 38,7 %) subpopulacije spermija od grupe spermija manje
prosjecne brzine na krivolinijskoj putanji uz konstantan stupanj oscilacije stvarne putanje u

odnosu na prosje¢nu putanju spermija (VCL<93; WOB>71; grupa 2) (slika 5.21.).
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Slika 5.21. Udjeli subpopulacija spermija (S1 - spermiji s najmanjom elipticnos$cu, elongacijom
i pravilnoscu glave, najkra¢im repom i najve¢om $irinom spojnog dijela; S2 - najveci spermiji
s najvec¢om glavom, spojnim dijelom i najduljim repom te najboljom elipti¢nosti, elongacijom
i pravilnosti glave; S3 - najmanji spermiji) grupirani prema prosje¢noj brzini spermija na
krivolinijskoj putanji uz konstantan stupanj oscilacije stvarne putanje u odnosu na prosjecnu
putanju spermija (VCL>93, WOB>71 - grupa 1; VCL<93, WOB>71 - grupa 2)

Spermiji veceg lateralnog otklona glave u odnosu na prosje¢nu putanju spermija (ALH
>3,1; grupa 1) imali su statisticki znac¢ajno (p=0,001) manji udio S2 (40,9 % vs 47,4 %), a veci
udio S3 (46,8 % vs 40,9 %) subpopulacije spermija od grupe spermija manjeg lateralnog

otklona glave u odnosu na prosjecnu putanju spermija (ALH < 3,1; grupa 2) (slika 5.22.).
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Subpopulacije spermia
— 1 e 52 . S3
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Slika 5.22. Udjeli subpopulacija spermija (S1 - spermiji s najmanjom elipticnos$cu, elongacijom
1 pravilno$¢u glave, najkra¢im repom i najve¢om Sirinom spojnog dijela; S2 - najvec¢i spermiji
s najvec¢om glavom, spojnim dijelom i najduljim repom te najboljom elipti¢nosti, elongacijom
i pravilnosti glave; S3 - najmanji spermiji) grupirani prema lateralnom otklonu glave u odnosu

na prosjec¢nu putanju spermija (ALH > 3,1 - grupa 1; ALH < 3,1 - grupa 2)

Spermiji veceg prosjecnog broja prelazaka krivolinijske putanje preko pravolinijske
putanje spermija (BCF>9,7; grupa 1) imali su statisticki zna¢ajno (p=0,002) manji udio S2
(42,0 % vs 47,9 %), a veéi udio S3 (46,2 % vs 40,0 %) subpopulacije spermija od grupe
spermija manjeg prosje¢nog broja prelazaka krivolinijske putanje preko pravolinijske putanje
spermija (BCF<9,7; grupa 2) (slika 5.23.).
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Subpopulacije spermia
 — I 52 . 53

100
90
BCF grupa (Hz) Hi kvadrat
Subpopulacije
spermija 1-BCF=>9,7 2 - BCF<9,7 )
Vrijednost P
% N % N
51 11,8 188 12,1 170
S2 42,0 670 47,9 673
12,3 0,002
s3 462 737 40,0 563
UKUPNO 100,0 1595 100,0 1406

Udio subpopulacije spermija (39)
o & B8 8 &8 8 8 3 828

BCF grupa

Slika 5.23. Udjeli subpopulacija spermija (S1 - spermiji s najmanjom elipti¢no$¢u, elongacijom
1 pravilno$¢u glave, najkra¢im repom i najve¢om Sirinom spojnog dijela; S2 - najvec¢i spermiji
s najvecom glavom, spojnim dijelom i najduljim repom te najboljom elipti¢nosti, elongacijom
i pravilnosti glave; S3 - najmanji spermiji) grupirani prema prosje¢nom broju prelazaka
krivolinijske putanje preko pravolinijske putanje spermija (BCF>9,7 - grupa 1; BCF<9,7 —
grupa 2)
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5.8. ANALIZA TRODIMENZIONALNE PUTANJE GIBANJA S MORFOMETRHNSKIM
POKAZATELJIMA SPERMIJA

U svrhu analize trodimenzionalne putanje spermija konvertiranjem dvodimenzionalne
slike putanje iz CASA-e, izraCunata je Z — os matematickom formulom VCL / (BCF / 2 x
ALH). Ovaj izracun trodimenzionalnog gibanja spermija pretpostavlja da je Z — os harmonicna,
Sto Cesto nije slucaj pa je ova metoda dobra samo za vizualizaciju u kvalitativnom smislu, ali
ne i za opisivanje kvantitativnih razlika u gibanju spermija (slika 5.24.). Dobiveni broj nam
pokazuje koliki je promjer heliksa oko zamisljene prosje¢ne putanje spermija te njegova
srednja vrijednost i standardna devijacija iznosi 61,4+19,3. Grupiranjem ovog
trodimenzionalnog gibanja u dvije grupe (Heliks > 61,4 — grupa 1; Heliks < 61,4 — grupa 2)
rezultati pokazuju da spermiji s ve¢im heliksom (grupa 1) imaju vecu prosjecnu brzinu spermija
na njegovoj krivolinijskoj putanji (106,8 um/s vs 82,3 um/s), ali bez razlika u progresivnosti
gibanja (LIN, STR). Isto tako, spermiji veéeg promjera heliksa (grupa 1) imali su statisticki
znacajno manju (p<0,0001) duljinu spojnog dijela repa (13,40+0,03 pm vs 13,66+0,02 pm), ali
s druge strane znacajno vecu (p<0,0001) duljinu repa (50,01£0,07 pm vs 49,44+0,06 um). Nisu

nadene razlike medu proporcijama subpopulacija spermija izmedu grupa.
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Slika 5.24. Prikaz trodimenzionalne putanje spermija oko njegove zamisljene prosjecne putanje
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6. RASPRAVA

6.1. KINETICKI POKAZATELJI SPERMIJA

Jedna od danas neizostavnih metoda procjene kakvoce sjemena je procjena gibljivosti
spermija. Gibljivost spermija smatra se glavnim ¢imbenikom plodnosti rasplodnjaka zbog njihove
sposobnosti migracije kroz Zenske spolne organe 1 interakcije s jajnom stanicom tijekom oplodnje
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2006., SUAREZ i PACEY, 2006.). Sam mehanizam transporta
spermija kroz spolni sustav nije jo§ u potpunosti objasnjen, ali se zna da je prva prepreka na putu
spermija do jane stanice cervikalna sluz. Zbog cervikalne sluzi isfiltrirati ¢e se spermiji s loSom
gibljivos¢u 1 morfologijom tako da ¢e od ukupnog broja spermija njih samo nekoliko tisuca
dosegnuti spoj materni¢nog roga s jajovodom (SUAREZ i PACEY, 2006.). Ginljivost spermija
znacajno utjeCe na njihovu sposobnost migracije i kolonizacije spoja maternicnog roga s
jajovodom, §to je klju¢no za uspjesnu oplodnju. Studije su pokazale da obrasci gibljivosti spermija
u koza imaju vaznu ulogu u ovom procesu (COX i sur., 2006.). Stoga je sposobnost spermija da
produ kroz cervikalnu sluz vazan ¢imbenik u procesu oplodnje. Nekada se gibljivost sjemena
uobicajeno procjenjivala vizualno mikroskopski putem masovne i progresivne gibljivosti, no te
metode su bile dosta subjektivne 1 neprecizne. Ra¢unalno potpomognuta analiza sjemena (CASA)
razvijala se preko 40 godina zbog napretka uredaja za snimanje slike, racunala, raCunalnih jezika
i novijih softverskih algoritama (AMANN i WABERSKI, 2014.). Danasnji moderni sustavi
CASA uredaja pregledavaju vise polja u tzv. leja-komorici za uzorke snimajuéi stroboskopske
slike (do 2000 spermija) pri 50 ili 60 sli¢ica u sekundi te za manje od dvije minute nakon
pregledanih >30 okvira procjenjuju i daju informacije o svakom spermiju i populaciji spermija
(AMANN i WABERSKI, 2014.). Sam osnovni koncept za prepoznavanje spermija i pracenja
obrasca njihova gibanja malo su promijenjeni u tih 40 godina. Veéina danasnjih CASA uredaja
uspostavlja tzv. srediSte (centroid) za svaki spermij te procjenjuje gibanje spermija temeljeno na
putanji centroida te povezuje svojstva svakog piksela na slici koji prikazuje mnogo spermija s
vremenskim fluktuacijama signala iz istog piksela u uzastopnim slikama (RIGLER i sur., 2011.).
Pojednostavljeno, kretanje svakog spermija biljezi se kao promjena u polozaju sredista u vise
uzastopnih okvira te se proracunski omogucuju izlazne mjere koje opisuju gibanje spermija.
CASA uredaji tako omogucuju objektivnu 1 kvantitativnu to¢nu procjenu viSe kinetickih
pokazatelja, poput parametara gibanja, brzine i snage spermija (MORTIMER, 2000.). Danas se
procjena kinetickih pokazatelja spermija moze izvrsiti na svjezem ejakulatu, ali i na prethodno
smrznutom e¢jakulatu nakon otapanja (O’CONNELL i sur., 2002.). Postoje tri glavna pokazatelja

brzine spermija koje procjenjuju CASA uredaji. To su prosjecna brzina spermija na njegovoj
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krivolinijskoj putanji (VCL), prosjecna brzina spermija na njegovoj pravolinijskoj putanji (VSL)
i prosjecna brzina spermija na njegovoj prosje¢noj putanji (VAP). Iz tih pokazatelja programski
softver automatski izraCunava pokazatelje progresivne gibljivosti ili pravocrtnosti putanje prema
naprijed: linearnost krivolinijske putanje spermija (LIN=VSL/VCL) i pravocrtnost putanje
spermija (STR=VSL/VAP). Procjena snage spermija vrsi se mjerenjem lateralnog otklona glave
u odnosu na prosje¢nu putanju spermija (ALH) 1 prosjecnim brojem prelazaka krivolinijske
putanje preko pravolinijske putanje spermija (BCF). Dodatni pokazatelji koji neki CASA uredaji
omogucuju su stupanj oscilacije stvarne putanje spermija u odnosu na prosje¢nu putanju spermija
(WOB=VAP/VCL), stupnjevi gibljivosti spermija (brza progresivna gibljivost >40 um/s VCL i
LIN > 60 %; spora-srednja ili troma progresivna gibljivost 20 < VCL <40 um/s; gibljivi, ali ne
progresivno >40 um/s VCL i LIN <60 %) te postotak brzih, srednje brzih, sporih i nepokretnih
spermija. U ovom istrazivanju srednja vrijednost VCL spermija jarCeva iznosila je 93,0 um/s te je
bila sli¢na brzini ostvarenoj kod ANAND i YADAYV, (2016.; 90,2 um/s), ali u prosjeku nesto veca
od prosjecne brzine (63,7 do 87,4 um/s) ostvarene u jarceva ostalih autora (ANAND i sur., 2017.,
SILVAisur., 2016., SILVA i sur., 2019., SILVA i sur., 2020., LUKUSA i KABUBA, 2020.) koji
su u svom istrazivanju ve¢inom testirali razli¢ite dodatke 1 koncentracije dodataka razrjedivacu u
postupku smrzavanja ejakulata. Prosje¢na VSL u ovom istraZivanju iznosila je 50,0 pm/s te je u
skladu s ostalim istraZivanjima gdje je u prosjeku iznosila od 37,4 um/s do 64,8 um/s (ANAND i
sur., 2017., SILVA isur., 2016., SILVAisur., 2019., SILVA i sur., 2020., LUKUSA i KABUBA,
2020.). Sli¢ni rezultati usporedivi su i s VAP brzinom spermija ovog istrazivanja (67,1 um/s) koja
je u skladu s ostalim istrazivanjima VAP brzine spermija (39,4 do 72,7 um/s) nakon otapanja
(ANAND i sur., 2017, SILVA i sur., 2016, SILVA i sur., 2019, SILVA i sur., 2020, LUKUSA i
KABUBA, 2020.). Pokazatelji pravocrtnosti putanje spermija LIN i STR u ovom istrazivanju su
prosjecno iznosili 60,0 1 74,5 % te se nalaze u sredini raspona ostalih istrazivanja gdje je LIN
iznosio izmedu 31,8 1 78,1 % te STR koji je iznosio izmedu 68,4 1 88,5 % (ANAND i sur., 2017,
SILVA i sur., 2016, SILVA i sur., 2019, SILVA i sur., 2020.). Pokazatelji snage spermija ALH i
BCF u ovom istrazivanju su iznosili 3,1 pum 1 9,7 Hz §to je isto tako u skladu s ostalim
istrazivanjima gdje je ALH iznosio izmedu 1,92 1 3,57 um te BCF koji je bio izmedu 8,65 1 12,65
Hz (ANAND i YADAYV, 2016., SILVA i sur., 2016, SILVA i sur., 2019, SILVA i sur., 2020.).

6.2. MORFOMETRIJSKI POKAZATELJI SPERMIJA

.....

prilagodbu na razlicite uvjete okoline tijekom oplodnje i samog procesa oplodnje (PITNICK i sur.

2009). Ta raznolikost se ne odnosi samo na vrstu Zivotinje nego postoje i pasminske razlike Sto bi
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znacilo da su neke karakteristike spermija genetski odredene (LAVARA 1 sur. 2013.) te razlike
unutar jedinki iste pasmine §to odrazava njihovo porijeklo (MAROTO-MORALES i sur. 2010.).
Prvi pocetci mofrometrije zabiljezeni su ve¢ 1915. godine i bila je bazirana na biometriCkom
mjerenju duljine glave spermija. Kasnije je ta biometrijska analiza zaboravljena jer je oduzimala
puno vremena i zato §to nije ukljucivala i Sirinu glave odnosno volumen glave te se veci naglasak
stavljao na istrazivanju patoloSkih oblika glave, spojnog dijela i repa spermija. Takva rutinska
procjena spermija ukljucivala je procjenu normalne morfologije spermija odnosno procjenu broja
patoloskih oblika stanica, no zbog subjektivnosti takva procjena je imala ograni¢enu vrijednost za
prakti¢nu upotrebu (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2006.). Kako bi se smanjila subjektivnost, ali i
poboljsala ponovljivost i osjetljivost morfometrijske procjene spermija uvedena je racunalno
potpomognuta analiza slike (MAROTO-MORALES i sur., 2016.). Sustavi za automatsku obradu
slike zamijenili su klasi¢ne metode mjerenja dimenzija glave spermija kod razlicitih vrsta pa tako
i u jar¢eva (HIDALGO i DORADO, 2009.). Danas morfometrijska analiza spermija pomoc¢u
radunalnih sustava ima sredi$nju ulogu u analizi morfologije (YANIZ i sur. 2015.). U ovom
istrazivanju morfometrija spermija odradena je pomocu ra¢unalno potpomognutog programskog
paketa za analizu slike SFORM koji nije mogao automatski odrediti granice spermija prilikom
mjerenja, ali pruza mogucénost ru¢ne korekcije. Na taj nacin program je nakon oznacavanja
spermija automatski izmjerio morfometrijske parametre veli¢ine spermija kao $to su duljina,
Sirina, minimalni 1 maksimalni polumjer, povrSina 1 opseg glave 1 spojnog dijela spermija te
duljina repa. Morfometrijski parametri oblika spermija dobiveni razli¢itim formulama prethodnih
mjerenja veli¢ine ukljucivali su elipti¢nost, elongaciju, naboranost i pravilnost glave. Osim toga
analizirali su se i razli¢iti morfometrijski pokazatelji omjera glave, spojnog dijela i repa spermija.

Oblik 1 veliCina spermija je razliCita u sisavaca. Opcenito veliki sisavci imaju spermije
manje duljine. Veliki sisavci imaju 1 potrebu za proizvodnjom veceg broja spermija zbog veli¢ine
zenskog spolnog sustava i mogucénosti da veliki broj spermija ne dospije do jajne stanice (PHILIPS
1 GILL, 1991.). Upravo veliki broj spermija u vecih sisavaca uzrokuje jacu selekciju spermija
(LUPOLD i JOHN, 2015.). Selekcija spermija unutar Zenskih spolnih organa ovisi o razli¢itim
¢imbenicima, a morfologija spermija bi mogla biti jedan od njih (GARCIA-VAZQUEZ i sur.,
2016.). Glavne promjene u dizajnu spermija zbog kompeticije idu u smjeru povecavanja brzine
spermija (GOMENDIO i ROLDAN, 1991). Kompeticija izmedu spermija u sisavaca pogoduje
povecanju velicine svih dijelova spermija 1 izduZenijoj glavi spermija Sto rezultira brzim
plivanjem (TOURMENTE i sur., 2011.). Upravo zbog toga, kod sisavaca tip spermija posjeduje
bic ili rep, dok je oblik glave spermija kod veéine sisavaca, ukljucujuéi i jarca, u obliku Zlice, §to

znaCi da je glava izduzena. Gledajuéi razlike u postotcima u morfometrijskim vrijednostima
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spermija unutar 22 vrste sisavaca, najvece razlike su u duljini spojnog dijela spermija (191,5 %),
a najmanje razlike su u duljini glave (100 %) (TOURMENTE i sur., 2011.). Prema istim autorima
razlike u postotcima prema morfometrijskim vrijednostima spermija izmedu 5 vrsta domacih
zivotinja (konj, svinja, bik, ovan, jarac) su 49,25 % za duljinu spojnog dijela spermija i samo 13
% za duljinu glave, §to pokazuje da razlike u ovih 5 vrsta domacih Zivotinja nisu toliko velike. Za
svijezi ejakulat jarca autori navode sljede¢e mjere: Sirina glave 4,25 um, duljina glave 8,27 pm,
duljina spojnog dijela 11,38 um, duljina repa 51,13 um, ukupna duljina spermija 59,4 um. Postoje
istrazivanja o utjecaju krioprezervacije na morfometrijske pokazatelje glave u vise vrsta zivotinja
pa tako 1 jaréeva (HIDALGO i sur., 2001., MARCO-JIMENEZ i sur., 2006.). Sva istraZivanja su
povezala zna€ajnu redukciju u veli€ini glave spermija nakon smrzavanja u usporedbi sa svjezim
ejakulatom. Neki od razloga redukcije su najvjerojatnije osmotske promjene, promjene u
stanicnim odjeljcima, oStecenje ili gubitak akrosome te prekomjerna kondenzacija kromatina
jezgre spermija. HIDALGO i sur. (2001.) ustanovili su da su promjene u veli¢ini glave spermija
jarceva nakon smrzavanja manje ako je svjezi ejakulat bolje kakvocée. Zbog toga se danas jedinke
mogu klasificirati kao dobre ili loSe prema otpornosti njihovih spermija na procese
krioprezervacije. Budu¢i da se umjetno osjemenjivanje koza danas uglavnom provodi smrznutim
ejakulatom, isti je koriSten i u ovom istraZivanju, prvenstveno radi lakse provedbe morfometrijske
analize i analize gibljivosti. Prema MARCO-JIMENEZ i sur. (2006.) morfometrijski pokazatelji
glave spermija su bili neSto manji nakon mjerenja odmrznutog ejakulata u usporedbi sa svjezim
ejakulatom. Tako je duljina glave iznosila 8,00 um umjesto 8,16 pum, Sirina glave 3,42 um umjesto
3,48 um, povrsina glave 23,44 um2 umjesto 23,89 um? i opseg glave 20,63 um umjesto 20,81 pm.
Usporedujudi te rezultate s prosje¢nim rezultatima ovog istrazivanja (duljina glave 9,27 um; Sirina
glave 4,78 um; povriina glave 35,96 um? i opseg glave 24,62 pum) svi parametri glave navedenog
istrazivanja su dosta manji 1 u svjeZem 1 odmrznutom ejakulatu. Razlog tome moze biti razlicita
tehnika bojenja i pripreme preparata za morfometrijsku analizu, ali najvjerojatnije je u pitanju
pasminska osobina. Usporedujuci ovo istrazivanje sa istrazivanjem WIBOWOA i sur. (2013.),
koji su koristili svjezi ejakulat lokalnih jaréeva indonezije, morfometrijski parametri glave
(duljina glave 9,30-9,95 um; $irina glave 4,85-5,36 um; povrina glave 34,9-41,4 um?) su
relativno sli¢ni naSem istrazivanju, dok su s druge strane razliiti usporedujuci se sa svjezim
ejakulatom Barbari jar¢eva (SINH i sur., 2014.) gdje su navedeni parametri glave bili dosta manji
(duljina glave 7,80 pm; Sirina glave 4,26 um; povrsina glave 29,4 um?). U prilog tome da su
razli¢iti morfometrijski parametri glave najvjerojatnije pasminsko svojstvo su sli¢ni rezultati
usporedujuéi ovo istrazivanje s istrazivanjem ZURA ZAJA i sur. (2018.) koji su Koristili istu

pasminu koza mjerec¢i parametre U odmrznutom ejakulatu (duljina glave 9,07-9,28 pum; Sirina
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glave 4,80-4,99 um; povrsina glave 35,8-38,2 pm?

i opseg glave 23,9-24,7 um). Gledajuci
prethodno istrazivanje 1 ostali morfometrijski parametri spermija  su podjednaki ovom
istrazivanju. Tako su morfometrijski parametri oblika glave u ovom istrazivanju (elipti¢nost -
1,94; elongacija — 0,31; naboranost — 0,74; pravilnost — 0,96) gotovo jednaki istarzivanju ZURA
ZAJA isur. (2018.) (elipti¢nost - 1,84-1,88; elongacija — 0,29-0,30; naboranost — 0,78; pravilnost
— 0,94-0,95), ali i sa istrazivanjem SINH i sur. (2014.) (elipti¢nost - 1,86; elongacija — 0,30;
pravilnost — 0,90) osim kod naboranosti glave koja je u navedenom istrazivanju bila nesto manja
(0,60). Morfometrijski parametri veli¢ine spojnog dijela i duljine repa spermija u ovom
istrazivanju (duljina spojnog dijela - 13,63 pm; Sirina spojnog dijela — 1,94 um; povrSina spojnog
dijela — 19,04 pm?; opseg spojnog dijela — 30,92 pm i duljina repa — 51,75 um) su podjednaki
istrazivanju ZURA ZAJA i sur. (2018.) (duljina spojnog dijela - 12,55-13,10 um; $irina Spojnog
dijela— 1,71-1,92 pm; povrsina spojnog dijela — 17,91-19,75 pm?; opseg spojnog dijela— 28,72-
29,96 um 1 duljina repa — 49,2-52,0 pm). Sli¢ni rezultati morfometrijskih pokazatelja spojnog
dijela 1 repa spermija nadeni su i u lokalnim jar¢evima indonezije (WIBOWOA 1 sur., 2013.)
(duljina spojnog dijela - 12,66-12,85 um,; Sirina spojnog dijela — 2,0-2,34 um; povrsina spojnog
dijela — 16,43-17,46 pm? i duljina repa — 50,33-50,67 um), te u Barbari jaréeva (SINH i sur.,
2014.) u duljini spojnog dijela (12,48 um) i duljini repa (48,14 pm), dok su ostali morfometrijski
pokazatelja spojnog dijela navedenog istrazivanja bili smanjeni (Sirina spojnog dijela — 0,66 pm,;

povriina spojnog dijela — 8,54 pm?).

6.3. ODNOS MORFOMETRIJSKIH POKAZATELJA PREMA KINETICKIM
POKAZATELJIMA SPERMUJA

U ovom istrazivanju koristeno je nekoliko statistickih metoda kako bi se prikazao odnos
morfometrijskih i kinetickih pokazatelja spermija. Razlog tome bio je da se odnos morfometrijskih
pokazatelja prema kinetickim pokazateljima spermija analizira na viSe nacina kako bi se ustvrdilo
koji statisticki model najbolje prezentira takve odnose uvidajuci prednosti i mane svakog modela.
Multivarijatna regresijska analiza kao jedan od modela statisti¢ke analize koristio se kako bi se
ustvrdila linearna povezanost svakog kintetickog pokazatelja zasebno s morfometrijskim
pokazateljima spermija. Slican model koristio se u istrazivanju GIL i sur. (2009.), koji su
istrazivali funkcionalnu morfometrijsku povezanost svinjskih spermija prema njihovim
kinetickim pokazateljima. U njihovom istrazivanju osim prethodno navedenog napravili su i
analizu glavnih komponenata pomocu pet kinetickih pokazatelja (LIN, STR, WOB, ALH i BCF)
kako bi dobili glavne komponente (faktore) odnosno novi skup varijabli izvedenog linearnom
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kombinacijom originalnih varijabli. Glavne komponente su karakteristicne tako $to ne koreliraju
medusobno 1 zadrzavaju Sto viSe informacija u izvornim varijablama 1 tako poboljSavaju
interpretaciju rezultata. Prethodno navedeni autori su multivarijatnom linearnom regresijom
ustanovili povezanost pet kinetickih pokazatelja i dviju glavnih komponenata odnosno faktora
(PC1- LIN, STR i WOB; PC2 — BCF) s odredenim morfometrijskim pokazateljem, ponajvise s
elipti¢nost glave spermija i Sirinu spojnog dijela spermija sa STR (p<0,008; prilagodeni R2=0,59),
LIN (p<0,005; prilagodeni R2=0,70), VCL (p<0,02; prilagodeni R2=0,90) i PC1 (p<0,005;
prilagodeni R2=0,64). Za ALH su dobili linearnu povezanost s povr§inom glave spermija (p<0,05;
prilagodeni R2=0,89), za BCF s povrSinom spojnog dijela spermija (p<0,05; prilagodeni
R2=0,58), PC2 sa Sirinom i duljinom spojnog dijela te povrSinom glave spermija (p<0,005;
prilagodeni R2=0,68). Isti autori su osim rezultata pokazali i vrijednosti standardiziranog beta
koeficijenta (B). On usporeduje snagu ucinka svake pojedinacne nezavisne varijable sa zavisnom
varijablom. Sto je ve¢a apsolutna vrijednost beta koeficijenta, to je udinak jai, a pozitivni i
negativni predznak standardiziranog beta koeficijenta ukazuje na povecanje ili smanjenje zavisne
varijable u odnosu na poveéanje nezavisne varijable. Tako su GIL i sur. (2009.) u svom
istrazivanju ustanovili da povecanje elipti¢nosti glave spermija 1 Sirine spojnog dijela spermija
uzrokuju nizu progresivhu (STR) i linearnu (LIN) pokretljivost spermija u nerasta te vecu
vrijednost VCL brzine spermija za identi¢nu srednju vrijednost VAP brzine spermija. U ovom
statistickom modelu je osim standardiziranog beta koeficijenta testiran i faktor inflacije varijance
(VIF). On se koristi kao dokaz da regresori medusobno ne koreliraju te ako je vrijednost VIF veca
od 10 tada postoji znacajna kolinearnost te se u tom slucaju rezultati odbacuju iako postoji
statistiCka znaCajnost. Na taj nacin izdvojeno je tek nekoliko statisticki znacajnih veza kinetic¢kih
pokazatelja s morfometrijskim pokazatelja uzimajuéi u obzir p vrijednost, beta standardizirani
koeficijent 1 VIF. Za razliku od prethodnog istrazivanja svinjskih spermija u ovom istrazivanju
STR je pozitivno korelirao s elipticnos¢u glave spermija (p=0,01; f=1,0; VIF=7,3) §to znaci da s
povecanjem jedne standardne devijacije elipticnosti glave dolazi i do povecanja progresivne
gibljivosti spermija. U ovom istrazivanju su isto tako odredene glavne komponente, ali ne iz
kineti¢kih nego iz morfometrijskih pokazatelja. Tako je u naSem istrazivanju STR pozitivno
korelirao s faktorom 4 tj. faktorom Sirine spojnog dijela i duljine repa spermija (p=0,004; p=1,2;
VIF=7,1), ali taj faktor objasnjava samo 9 % varijance za razliku od faktora 1 i 2 koji objaSnjavaju
zajedno preko 50 % varijance. Blizu statisticke znacajnosti u nasem istrazivanju bila je i linearna
pokretljivost spermija (p=0,06) koja je za razliku od istrazivanja sa spermijima nerasta rasla
smanjivanjem $irine spojnog dijela spermija (f=-0,71; VIF=5,4). Isto tako, prethodno navedeni

autori povezuju vecu vrijednost VCL brzine spermija s ve¢om §irinom spojnog dijela spermija. U
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ovom istrazivanju manja $irina spojnog dijela spermija uzrokuje porast VSL (p=0,02; p=-0,78;
VIF=5,4)i VAP (p=0,01; p=-0,9; VIF=6,5) brzine spermija. Sli¢ne rezultate kao GIL i sur. (2009.)
za VCL su dobili ANDERSON i DIXON, (2002.) u svom istrazivanju gibljivost spermija prema
spojnom dijelu spermija u primata.

Indeks progresivnosti pokretljivosti (STR) i indeks linearnosti pokretljivosti spermija
(LIN) su izvedenice iz omjera VSL prema VAP i VSL prema VCL brzini spermija. Logic¢no je
zakljuciti da se bolja progresivnost i linearnost dobiju ve¢om prosje¢nom VSL brzinom, a manjom
prosjeénom VAP i VCL brzinom spermija pa su u istrazivanju progresivne gibljivosti spermija u
nasem istraZivanju upravo najvaznija bila saznanja o brzini spermija. Spermiji u nerasta vece
elipti¢nosti glave 1 Sirine spojnog dijela imaju veéu VCL brzinu, ali zato niZzu progresivnost
kretanja. Spermiji jarca u ovom istrazivanju manje Sirine spojnog dijela imaju ve¢u VSL i VAP
brzinu. Prema Freude-ovom zakonu gibanja objekata u vodi, brzina nekog objekta u vodi se
izrauna prema formuli v = Fr x \ g x 1, gdje g predstavlja gravitaciju (9,8 m/s? ), a | duljinu
objekta. Ako Freude-ov broj (Fr) bude konstantan onda se moze zakljuéiti da dulji objekti postizu
vecéu brzinu gibanja u tekuéini. Postoji pozitivna korelacija izmedu duljine stanica s bi¢em/repom
1 brzine kretanja u teku¢ini (KAMYKOWSKY, 1986.). Medutim, zbog fenomena dinamike
tekucine nije svejedno u kakvom mediju se proucava gibanje spermija. Naime, u dinamici fluida
jako je bitan Reynoldsov broj (Re) odnosno veli¢ina koja pomaze u predvidanju protoka tekucine
mjerenjem omjera inercijskih i viskoznih sila. Razrjedivaci u kojima su pohranjeni spermiji imaju
manju viskoznost pa time i manji Re nego sluz u spolnim organima kroz koju spermij putuje do
jajne stanice. Zbog toga, idealan fusiformni, elongirani oblik spermija mozda nije toliko u¢inkovit
u tekuc¢inama s niskim Reynoldsovim brojem. Zato bi najbolje bilo ispitati brzinu spermija in vivo
odnosno u spolnim organima gdje je sluz visoke viskoznosti. Zbog toga su mozda za in vitro
mjerenje vazniji podaci o progresivnoj gibljivosti spermija nego o brzini spermija. U ovom
istrazivanju s multivarijatnom regresijskom analizom spermiji s ve¢om elipti¢nosti glave
(izduljenija glava) imaju bolju progresivnost. Veca eliptinost objekta u tekucini se povezuje s
boljim hidrodinamiénim svojstvima koja bi trebala omoguéiti veéu brzinu (YANIZ i sur., 2015.).
Ako brzina u teku¢inama s niskim Reynoldsovim brojem nije stvarno mjerilo u¢inkovitosti ostaje
onda za razjasniti zasto su se spermiji jar¢eva s ve¢om elipti¢nosti glave u ovom istraZivanju
kretali pravocrtnije odnosno linearnije. Kretanje spermija u tekucini dogada se vise-manje u
pravilnim valovima, savijanjem repa koji podsjeca na bi¢ (GRAY, 1955.). Flagelarna propulzija
spermija rezultira slozenim putanjama spermija, ali uzrokuje i pomicanje (savijanje) glave (iste
frekvencije kao i pomicanje repa) kao posljedica uravnotezenja sila i momenta savijanja repa.

Pomicanje glave spermija u jednu pa drugu stranu od zamisljene sredi$nje osi podloZzno je otporu

87



koji pruza tekucina u kojoj se spermiji gibaju. Logi¢no je da spermiji s duljom, izduzenijom
glavom imaju veéi otpor prilikom pomicanja glave u stranu te zbog toga vjerojatno drze
pravocrtniji smjer kretanja u teku¢ini pod uvjetom da rep spermija nema neke patoloSke oblike.
Taj lateralni otklon glave od sredi$nje osi kao i broj prelazaka glave preko zamisljene sredisnje
osi u CASA uredaju pratimo putem dviju mjera ALH 1 BCF. Tako su istrazivanja na spermijima
ljudi ustanovila ve¢i indeks progresivne pokretljivosti spermija (STR) smanjenjem Sirine glave
¢ime se dobije veca elipti¢nost glave (GILLIES 1 sur., 2009.). Isti autori su potvrdili da spermiji
manje duljine glave imaju vise vrijednosti ALH $to je vjerojatno uzrok manjeg otpora takve glave
u tekuéini prilikom pomicanja odnosno savijanja u stranu. Najbolje progresivno napredovanje
bi¢jih spermija kroz protok tekuéine (koja simulira zenski reproduktivni sustav) ostvareno je kada
su VSL, VAP i VCL bili visoki, a BCF je imao najnizu vrijednost (EL-SHERRY i sur., 2017.).
Navedena istrazivanja idu u prilog nasim rezultatima u kojima spermiji veée elipticnosti glave
(dulje glave, manje Sirine) imaju bolju STR 1 LIN pokretljivost. Ovaj model koriStene analize
dobro pokazuje medusobne korelacije morfometrijskih 1 kinetickih pokazatelja, ali ima i
nedostatke. Buduc¢i da CASA izraunava prosje¢ne brzine svih spermija u komorici tako su se
mofrometrijske vrijednosti spermija morale svesti na prosjeéne mofometrijske vrijednosti za isti
uzorak. Time se smanjio broj uzoraka morfometrijskih mjerenja. Nadalje, da bi ovakva analiza
bila prihvatljiva trebali bi uzeti u obzir vrijednost standardiziranog beta koeficijenta i faktora
inflacije varijance S$to mnoga istrazivanja ne uzimaju. Multivarijantna analiza varijance
morfometrijskih pokazatelja spermija za svaki kineticki pokazatelj je druga analiza koja je
koriStena u ovom istraZivanju. Za razliku od prethodne analize ovdje su se koristili morfometrijski
pokazatelji svakog spermija zasebno, a ne prosjek uzorka. Kineti¢ki pokazatelji su kod ove analize
grupirani u skupine. To je najcesce radeno tako da bi se izraCunala srednja vrijednost kinetickog
pokazatelja te se od te vrijednosti napravila podjela na grupu s ve¢im i manjim vrijednostima.
Prednost ovakve analize je Sto se mogu izraditi i specificne skupine prema odredenim formulama
tako da se koristi nekoliko kinetickih pokazatelja zajedno. Tako se npr. moze analizirati utjecaj
morfometrijskih pokazatelja na spermije manje ili vece linearnosti uz zadrZavanje visoke
vrijednosti VCL brzine. Sli¢no kao i u prethodnoj analizi i ovdje se prvo odredilo koje
morfometrijske pokazatelje odabrati za svaki kineti¢ki pokazatelj i to pomocu postepenog odabira
(stepwise selection). Zanimljivo je §to se u oba modela najvise u svim analizama uzimala u obzir
duljina glave, odnosno ¢ak 13 puta. [ako u prvom modelu duljina glave nije ulazila u razmatranja
zbog visokog faktora inflacije varijance, u ovom modelu je bila statisticki znacajno razlicita prema
cak Sest kinetickih pokazatelja (VCL, VAP, LIN, STR, WOB 1 ALH). Ono §to ide u prilog

prethodnoj analizi su veca duljina glave (9,24 pm) u skupini spermija s ve¢om prosje¢nom LIN i
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STR pokretljivosti (LIN=>60 %; STR=VAP-VSL<1/3 VSL). Kako su LIN i STR omjeri VSL
brzine naspram VCL 1 VAP brzine tako se bolja progresivnost izrazava u spermija s veCcom VSL,
a manjom VCL i VAP brzinom. Spermiji u ovom istrazivanju s manjom VCL i VAP brzinom
(VCL<93 um/s; VAP <67 um/s) imali su vecu duljinu glave (9,28 um vs 9,21 um). MALO i sur.
(2006.) su ustvrdili da je uc¢inak veli¢ine glave na hidrodinamiku spermija znatan. Proucavajuci
spermije crvenog jelena ustanovili su da je duljina glave u pozitivnoj korelaciji s VAP brzinom
spermija, ali u svom istrazivanju nisu dobili statisti¢ki znacajnu razliku duljine glave prema VSL
i LIN kinetickim pokazateljima. Kao i u prvom statistickom modelu ovog istrazivanja i u
istrazivanju prethodnih autora, pokazalo se da je izrazito teSko takvom analizom dobiti bolji
koeficijent korelacije (r=0,371) zbog izrazito visoke varijacije u obliku 1 veli¢ini spermija u
svakom uzorku te manjeg broja uzoraka (n=36). GRAVANCE i sur. (2009.) su potvrdili da
spermiji izrazito plodnih bikova imaju izduljeniju i uzu glavu koja se moze povezati s boljom
progresivnom gibljivo$¢u spermija. Pomocu MANOVA analize uspjelo se povezati odnose
nekoliko bitnih kinetickih pokazatelja s duljinom glave koji se nadovezuju sa rezultatima prve
analize, odnosno, da dulja glava postize manje brzine spermija, ali ima pravocrtniji smjer kretanja.
Osim brzine 1 progresivne gibljivosti, istom analizom utvrdeno je da spermiji s ve¢im lateralnim
otklonom glave (ALH=>3,1 pm) imaju statisticki znaajno manju duljinu glave (0,965 pm vs
0,971) kao i u istrazivanju GILLIES i sur. (2009.), §to ide u prilog teoriji manjeg otpora krace
glave u tekuc¢ini prilikom pomicanja odnosno savijanja u stranu. Isto tako, ¢ak je i analizom samo
spermija koji imaju VCL brzinu jednaku ili ve¢u od srednje vrijednosti (VCL => 93 um/s)
dobivena statisti¢ki znacajna razlika u spermija s boljom linearnom putanjom (LIN => 60 %) koji
su imali dulju glavu u odnosu sa spermijima gdje je LIN bio manji od srednje vrijednosti (LIN <
60 %). Spermiji s boljom linearnom gibljivos¢u (LIN => 60 %) u ovoj analizi imali su i vecu
duljinu spojnog dijela spermija (13,55 um vs 13,30 um), a spermiji s ve¢om STR gibljivoséu (STR
= VAP-VSL<1/3 VSL) su imali vecu $irinu i opseg spojnog dijela spermija (2,01 vs 1,96 i 30,84
vs 30,19). S druge strane spermiji s ve¢om duljinom spojnog dijela (13,65 pm vs 13,43 um; 13,61
pum vs 13,47 um) su imali manju VCL brzinu (VCL<93 pm/s) i manju VAP brzinu (VAP < 67
um/s) koje su u nazivniku omjera s VSL brzinom za odredivanje LIN 1 STR §to je 1 logi¢an
rezultat. ANDERSON i DIXON (2002.) pozitivno povezuju veli¢inu spojnog dijela spermija s
mitohondrijskim optere¢enjem i prema tome raspolozivoj energiji za vecu brzinu spermija. GU 1
sur. (2019.) povezuju morfologiju i gibljivost spermija i funkciju mitihondrija. S druge strane
MALO i sur. (2006.) povezuju kracu duljinu spojnog dijela s ve¢om brzinom spermija sli¢no kao
iunaSem istrazivanju, dok GAGE i FRECLETON (2003.) ne nalaze vezu izmedu veli¢ine spojnog

dijela ili mitohondrijalnog volumena i kompeticije spermija u preko 83 vrste sisavaca. Buduci da
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veca duljina spojnog dijela spermija ne mora odgovarati 1 vecoj Sirini spojnog dijela mozda bi
bolji pokazatelji u ovakvim istrazivanjima bili oni koji ukljucuju duljinu i Sirinu spojnog dijela
zajedno kako bi se dobila ukupna veli¢ina ili ukupni volumen spojnog kao $to su povrsina ili
opseg. U naSem istrazivanju spermiji ve¢e VAP brzine (=> 67 um/s) su imali vecu povrsinu
spojnog dijela spermija (19,09 um? vs 18,89 um?), a spermiji ve¢e STR gibljivosti (VAP-VSL<1/3
VSL) su imali izrazito veéi opseg spojnog dijela spermija (30,84 pum vs 30,19 pm). Isto tako
gledajuéi pokazatelje snage spermija, statisticki znacajno vecu povrsinu spojnog dijela spermija
(19,05 umz vs 18,86 umz; 19,18 umz vs 18,76 pmz) imali su spermiji s ve¢im vrijednostima ALH
(=>3,1 um) i BCF (=>9,7 Hz). Ovo je ociti dokaz da je ukupna veli¢ina spojnog dijela poput
povrsine ili opsega direktno povezana s brzinom, progresivnoS¢u i snagom spermija prilikom
gibanja ne referirajuci se samo na duljinu spojnog dijela kao u istrazivanjima SHANANI i sur.
(2010.) i BIERLA i sur. (2007.) koji pozitivno koreliraju taj pokazatelj s plodnos¢u i koli¢inom
energije proizvedene u mitohondrijima ili samo na Sirinu spojnog dijela kao u istrazivanju GIL i
sur. (2009.) koji koreliraju taj pokazatelj s vecom VCL brzinom spermija. Zadnje spomenuti autori
isto tako pozitivno koreliraju povrsinu glave spermija s vrijednostima ALH pokazatelja. Lateralni
otklon glave spermija (ALH) je izrazito vazan pokazatelj gibljivosti odnosno snage spermija
potrebne da spermij uspjesno prijede prepreke poput cervikalne sluzi i penetracije zone pellucide
(AITKEN i sur., 1985.).U ovom istrazivanju utvrdilo se da spermiji s ve¢im vrijednostima
pravilnosti glave (0,971 vs 0,965) imaju vece vrijednosti ALH pokazatelja (=> 3,1 um) §to bi
znacilo da ¢e spermiji pravilnije glave vjerojatno laksSe prije¢i dulji put 1 izvrSiti penetraciju oocite.
Duljina repa spermija pozitivno utjeCe na brzinu gibanja spermija (NOORAFSHAN i
KARBALAY-DOUST, 2010.). Ovom analizom u ovom istrazivanju ustanovilo se da su spermiji
s duljim repom (49,80 - 49,94 um vs 49,46 — 49,59) pripadali skupini spermija s ve¢om VCL (=>
93 um/s) , VSL (=>50 um/s) i VAP (=> 67 um/s) brzinom spermija. Time su potvrdene
pretpostavke da spermiji s duljim repom utje¢u na vecu gibljivost spermija koji tako mogu prije
sti¢i do jajne stanice i izvrSiti oplodnju (NOORAFSHAN i KARBALAY-DOUST, 2010.).
Multivarijatnom analizom varijance dobije se bolji uvid u povezanost morfometrijskih pokazatelja
s proizvoljno stvorenim skupinama kineti¢kih pokazatelja, ali taj model nije dovoljno dobar za
definiranje prave populacije spermija. Iz tog razloga radena je i treca analiza, multivarijatna
analiza grupiranja temeljena na analizi glavnih komponenata kako bi se odredila struktura
subpopulacija spermija. Kako postoje individualne razlike u morfometrijskim pokazateljima
spermija, sve spermije sli¢nih proporcija velicine 1 oblika glave te veliine spojnog dijela i repa
¢e se svrstati u odredenu grupu ili subpopulaciju. U ovom istrazivanju takvom analizom dobivene

su 3 subpopulacije spermija, svaka razlicita na sebi svojstven nacin. Prva subpopulacija spermija
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(S1) ima najmanji udio (11,9 %) od ukupne populacije te se sastoji od spermija s hajmanjom
elipti¢noscu, elongacijom i pravilnosc¢u glave dok je s druge strane naboranost glave najve¢a medu
tri subpopulacije. Rep spermija ove subpopulacije je najkraci dok je Sirina spojnog dijela najveca.
glava ima najvecu duljinu, Sirinu, opseg 1 povrSinu. Ovi spermiji imaju i najvecu elipti¢nost i
elongaciju i pravilnost glave te najmanju naboranost glave. Spojni dio spermija ove subpopulacije
ima najvecu duljinu, povrSinu i opseg te imaju najduzi rep. Prema prve dvije analize ova
subpopulacija spermija bi se smatrala pozeljnom u postizanju najbolje progresivne i linearne
gibljivosti te najveée snage za put i penetraciju oocite. Treca subpopulacija spermija (S3) ¢ini 43,3
% ukupne populacije te su to najmanji spermiji. Glava i spojni dio ovih spermija imaju najmanju
duljinu, Sirinu povrsinu i opseg. Zadnji korak ove analizi je analizirati omjere takvih subpopulacija
prema kategoriziranim pokazateljima kinetickih pokazatelja koji su koriSteni prilikom druge
analize ovog istrazivanja. Potonje dvije subpopulacije (S2 i S3) ¢ine najve¢i udio od ukupnog
dijela spermija (> 88 %), pa je proucavanje njihovih omjera prema grupama kinetickim
pokazateljima bio glavni interes ove analize. Takvom analizom potvrdeno je da najveéi spermiji
s najduljom i najelipti¢nijom glavom (S2 subpopulaciji) ¢ini veéi udio (46,5 % vs 43,2 %) u grupi
spermija s ve¢om VSL brzinom (=> 50 pm/s), koji istovremeno imaju znatno manji udio Sl
supopulacije spermija (10,5 % vs 13,2 %). Kako je ve¢ spomenuto spermiji s ve¢om linearnom
brzinom su oni koji se gibaju pravocrtnije. Zbog toga su spermiji veée LIN (=> 60 %) i STR
(VAP-VSL<1/3 VSL) gibljivosti imali izrazito veci udio spermija S2 subopulacije (49,9 % vs 38,9
%; 50,1 % vs 40,1 %), a manji udio spermija S3 subpopulacije (40,8 % vs 47,6 %; 40,4 % vs 45,9
%). Na sposobnost spermija da prode kroz cervikalnu sluz i dode do spoja materni¢nog roga s
jajovodom u koza utjecu ponajviSe obrasci gibljivosti (COX i sur., 2006.), a progresivna gibljivost
je jedna od vaznijih odrednica za proces oplodnje. U tom slucaju jarcevi ejakulati s ve¢im udjelom
spermija karakteristicnih morfometrijskih osobina kao u S2 subpopulaciji bi najvjerojatnije bili
plodniji. Da spermiji manje veli¢ine glave 1 manje elipti¢nosti nisu pozeljna subpopulacija u
kvalitetnom ejakulatu jaréeva dokazali su ZURA ZAJA i sur. (2018.) kada su proudavanjem
subpopulacija spermija ustanovili puno manji udio takve subpopulacije prateéi jarCeve tretirane
melatoninom izvan rasplodne sezone u odnosu na kontrolne jaréeve netretirane melatoninom.
Vecina proucavanih ejakulata sisavaca ima dva tipa fizioloskog gibanja spemija. Normalna
aktivna gibljivost spermija posljedica je simetricnog gibanja repa nizih amplituda koji tjera
spermije u viSe-manje pravocrtno gibanje u relativno neviskoznim medijima a uloga takvog
gibanja je dolazak do jajne stanice (AITKEN i sur., 1985.). Drugo fiziolosko gibanje spermija je

tzv hiperaktivirano gibanje, a posljedica je snaznog nelinearnog savijanja repa s povecanim
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amplitudama. Takvo gibanje se opaza u blizini jajne stanice i pomaze spermijima u prolasku kroz
sluz jajovoda i oplodni jajne stanice (SCHMIDT i KAMP, 2004.). Vazni CASA pokazatelji
kojima se moZe procjeniti nacin gibljivosti su ALH, BCF i VCL. U ovom istrazivanju utvrdeno
je da spermiji s visim vrijednostima ALH (=>3,1 um) i BCF (=> 9,7) imaju ve¢i udio S3
subpopulacije (46,8 % vs 40,9 %; 46,2 % vs 40,0 %), a istovremeno manji udio S2 subpopulacije
spermija (40,9 % vs 47,4 %; 42,0 % vs 47,9 %). Subopulacija S3 koju ¢ine spermiji najmanjih
dimenzija veli¢ine glave i spojnog dijela repa i tek nesto kra¢im repom od S2 subpopulacije ¢ine
optimalnu subpolpulaciju za prolazak kroz jajovod i penetraciju jajne stanice buduéi da imaju veci
udio u grupama s visim vrijednostima ALH 1 BCF. Prilikom hiperaktivacije takvi spermiji bi imali
vecu vjerojatnost prolaska kroz jajovod i oplodnje. Vjerojatno je zato udio takve supopulacije
(43,3 %) gotovo jednak S3 subpopulaciji spermija (44,8 %) te je teSko tvrditi da je takva
subpopulacija manje pozeljna §to sugeriraju neka istrazivanja o veli¢ini spermija. Tako
RADWAN (1996.) u grinja govori o pozitivnoj korelaciji veliine spermija i uspjeha oplodnje.
Isto tako, neka istrazivanja govore o negativnom odnosu duljine spermija i trajanja zivota plodnih
spermija (GOMENDIO i ROLDAN, 1993.) sto se tumaci tako da se dulji spermiji gibaju puno
aktivnije pa se prije potroSe (GOMENDIO 1 ROLDAN, 1991.). Gibljivost spermija se puno
vremena proucavala pojedina¢no za svaki pojedinacni spermij i pruzila je puno vaznih saznanja
(GAFFNEY i sur., 2011.), ali da bi se dobila Sira slika bilo je potrebno prouciti razlicite utjecaje
na gibljivost i interakcije tih utjecaja zajedno (VAN de HOEK i sur., 2022.). Neka istrazivanja
gibljivosti spermija fokusirana su proucavanjem gibljivosti spermija blizu stijenke (SMITH i sur.,
2009., DENISSENKO i sur., 2012.), zatim sposobnosti gibanja protiv struje tekucine §to se naziva
reotaksija (KANSTLER i sur., 2014.). Zadnje spomenuti autori su dokazali da se spermiji uzvodno
gibaju spiralnim putanjama uz stijenku kruZzne cijevi. Mehanizmi reotaksije objasnjeni su
utjecajem hidrodinamickih i sterickih efekata (ISHIMOTO i GAFFNEY, 2016., OMORI i
ISHIKAWA, 2016.). Isto tako, prouc¢avana je i kemotaksija odnosno sposobnost receptora na
glavi spermija da osjeti odredene substance za privlacenje otpustene iz jajne stanice (FRIEDRICH
isur., 2010.). Najnovija istraZivanja nisu usmjerena samo na mehaniku fluida nego 1 na interakciju
fluida i gibanje spermija u skupini. Tako su TAKETOSHI i sur. (2020.) potvrdili da je elasto-
hidrodinamicka sinkronizacija repova spermija koji plivaju jedan pored drugoga povecala brzinu
gibanja za 16 %. Reynoldsov broj je puno manji kod gibanja pojedinac¢nog spermija nego skupine
spermija zajedno, a kako je ve¢ prethodno napisano gibanje spermija je manje ucinkovito kod
malog Reynoldsovog broja. Takvo saznanje moglo bi biti jako vazno za razumjevanje kolektivnog
gibanja spermija, ali nas i navodi da razumijevanje oblika, veli¢ine i funkcije spermija danas

predstavlja izazov znanstvenicima jer su spermiji visoko specijalizirane stanice. Mozda
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podjednaki omjer najve¢ih odnosno najprogresivnijih spermija te najmanjih spermija s boljom
mogucnoscu prolaska jajovoda 1 penetracije oocite predstavlja optimalni omjer spermija u
ejakulatu plodnih jar¢eva sposobnih da zajedno svojim gibanjem prevladaju sve prepreke do
oplodnje.

Ako se dulje vremena promatra gibanje spermija onda se primijeti da se spermiji u biti
gibaju kruzno ili spiralno (CORKIDI i sur., 2008.). U ovom istrazivanju konvertirana je
dvodimenzionalna putanja spermija iz CASA-e pomoc¢u formule VCL / (BCF / 2 x ALH) u kojoj
se pretpostavlja da je z-os harmoni¢na, odnosno da je lateralni otklon glave jednak i u z-osi, §to
Cesto nije sluc¢aj pa je ova metoda dobra samo za vizualizaciju u kvalitativnom smislu, ali ne i za
opisivanje kvantitativnih razlika u gibanju spermija. Vjerojatno zato nisu nadene razlike medu

odnosima subpopulacija izmedu spermija s ve¢om i manjom heliks putanjom.
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7. ZAKLJUCCI
Rezultati istrazivanja povezanosti morfometrijskih svojstava spermija s pokazateljima

kakvoce odmrznutoga sjemena jar¢eva omogucuju sljedece zakljucke:

1. Fuziformni oblik spermija s lagano izduljenom glavom i dugim repom je savrSen za
kontinuirano, ravnomjerno, propulzivno plivanje zbog svog povoljnog hidrodinamickog
oblika $to se moZze usporediti s mnogim oblicima akvatickih organizama.

2. Od svih morfometrijskih pokazatelja najviSe utjecaja prema kinetickim pokazateljima
spermija imala je duljina glave spermija.

3. Veca duljina i bolja elipti¢nosti glave spermija utjecu na bolje progresivno (pravocrtnije)
gibanje spermija potrebno za prevladavanje prepreka kroz zenski spolni sustav.

4. Spermiji s najmanjom glavom imaju vece vrijednosti ALH 1 BCF vjerojatno zbog manjeg
hidrodinamic¢kog otpora tijekom pomicanja (savijanja) glave u stranu prilikom flagelarne
propulzije.

5. Veca povrsina 1 opseg spojnog dijela spermija pozitivno utjeCu na pokazatelje brzine i
snage spermija, ali vjerojatno imaju manji utjecaj od veli¢ine 1 oblika glave.

6. Veca duljina repa spermija pozitivno utjece na sve pokazatelje brzine (VSL, VSL, VAP),
a spermiji s kra¢im repom vjerojatno kompenziraju taj nedostatak sa Sirim spojnim
dijelom.

7. Podjednaki omjer subpopulacija najve¢ih odnosno najprogresivnijih spermija sposobnih
za prevladavanje puta kroz cerviks i maternicu te najmanjih spermija s boljom
mogucnoscu prolaska jajovoda i1 penetracije oocite vjerojatno predstavlja optimalni omjer
spermija u ejakulatu jarCeva, sposobnih da zajedno svojim gibanjem prevladaju sve

prepreke do oplodnje.

Zakljucno, dobiveni rezultati upucuju na to da morfometrijska svojstva spermija, poput
duljine glave i repa te oblika spojnog dijela, znacajno utjeCu na kineticke pokazetelje i
progresivno gibanje spermija klju¢no za oplodnju. Omjer razli¢itih subpopulacija spermija,
ukljucujuci najvece i1 najprogresivnije te najmanje spermije s ve¢om sposobnoSc¢u penetracije
oocite, mogao bi predstavljati optimalan sastav za uspjeSno savladavanje prepreka u zenskom

reproduktivnom sustavu. Daljnja istrazivanja potrebna su za potvrdu i primjenu ovih zapazanja.
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9. ZIVOTOPIS S POPISOM OBJAVLJENIH ZNANSTVENIH RADOVA

Snjezana Cip¢i¢ rodena je 10. prosinca 1967. godine u Zagrebu, gdje je provela djetinjstvo i
stekla svoje prvo obrazovanje. Strast prema zivotinjama oblikovala njen profesionalni put, pa se
nakon osnovne skole odlucila upisati Srednju veterinarsku Skolu u Zagrebu, koju je pohadala od
1984. do 1986. godine. Tijekom Skolovanja razvila je duboko razumijevanje biologije, anatomije
1 njege zivotinja, Sto ju je dodatno motiviralo da nastavi obrazovanje u istom smjeru. Godine 1986.
upisuje Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu, gdje produbljuje svoje znanje o veterinarskoj
medicini i1 zdravstvenoj zastiti zivotinja. Fakultetsko obrazovanje joj je pruzilo temelj za
razumijevanje ne samo veterinarske struke, ve¢ i Sireg podrucja medicine i zdravstvene skrbi.
Kako bih nastavila akademski i profesionalni razvoj, 2012. godine upisuje magisterij na
Veterinarskom fakultetu, $to joj je omogucilo daljnju specijalizaciju i unaprjedenje znanja. Svoju
karijeru gradi u privatnoj tvrtki, gdje je stekla bogato iskustvo u prodaji i menadzmentu. Trenutno
radi kao direktor prodaje i menadzer za prodaju stomatoloske i medicinske opreme te
transformacije specijalnih medicinskih vozila 1 njihovo opremanje medicinskim uredajima. Ova
pozicija joj omogucava kombiniranje stru¢nog znanja s poslovnim vjeStinama, pri ¢emu
svakodnevno komunicira s klijentima, analizira trziSte, razvija prodajne strategije. Posao zahtijeva
dinamic¢nost, pregovaracke sposobnosti 1 organizacijske vjestine, 1 donosi zadovoljstvo jer spaja
medicinsku struku s menadZzmentom i prodajom. Osim profesionalnog angaZzmana, veliki dio
Zivota zauzima 1 ljubav prema konjima. Oduvijek je bila fascinirana njihovom elegancijom,
snagom 1 inteligencijom, te se rado posvecuje jahanju i brizi o tim plemenitim Zivotinjama. Ovaj
hobi vrlo je brzo prerastao u profesionalni uzgoj sportskih konja ¢ime se tvrtka takoder bavi na
najvi§im standardima koriste¢i embryotransfer te OPU / ICSI tehnologiju u suradnji sa
najpoznatijim svjetskim laboratorijima za van tjelesnu oplodnju. Time je dodatno duboko vezana
uz struku sa naglaskom na reprodukciju. Kroz zivot i1 karijeru vodi ju strast prema ucenju,

predanost poslu i ljubav prema zivotinjama.
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